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AECC American European Consensus Conference 
ALT Alanina aminotransferasa (alanine aminotransferase) 
AST Aspartato aminotransferasa (aspartate aminotransferase) 
CO2  Dióxido de carbono 
CRF Capacidad residual funcional 
DAD Daño alveolar difuso 
DB Definición de Berlín 
DHE Dihidroetidio 
DPA Daño pulmonar agudo 
E.g. (Exempli gratia) por ejemplo 
FIG Figura 
FiO2 Fracción inspirada de oxígeno 
IL Interleuquina 
IRA Insuficiencia respiratoria aguda 
KS Krebs 
KS + S Krebs con sangre 
LBA Lavado broncoalveolar 
LDH Lactato deshidrogenasa (Lactate dehydrogenase) 
LPC Ligadura y punción del ciego 
LPS Lipopolisacárido 
MIP Proteína inflamatoria de macrófagos (Macrophage inflammatory 
protein) 
PaO2  Presión parcial arterial de oxígeno 
PAP Presión arterial pulmonar 
PBS Buffer de fosfatos (Phosphate buffered saline) 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction) 
PEEP Presión positiva al final de la espiración (Positive end-expiratory 
pressure) 
PIP Presión inspiratoria pico en la vía aérea 
RNS Especies reactivas del nitrógeno (Reactive nitrogen species) 
ROS Especies reactivas del oxígeno (Reactive oxygen species) 
SD (Sprague Dawley) 
SDRA Síndrome de distrés respiratorio agudo 
SDRAp Síndrome de distrés respiratorio agudo pulmonar 
SDRA ex Síndrome de distrés respiratorio agudo extrapulmonar 
 SOD Superóxido dismutasa 
TNFα Factor de necrosis tumoral alfa (Tumor necrosis factor α) 
UCI Unidad de cuidados intensivos 
VILI Daño pulmonar inducido por la ventilación mecánica (Ventilator 
induced lung injury) 
VM Ventilación mecánica 
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2. DAÑO PULMONAR AGUDO
2.1. Concepto actual del daño pulmonar agudo. Criterios 
diagnósticos: desde la AECC (1994) hasta la Conferencia 
de Berlín (2012) 
El daño pulmonar agudo (DPA) y el síndrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) son 
síndromes de insuficiencia respiratoria aguda. El término insuficiencia respiratoria 
aguda (IRA) significa fallo de las funciones de la ventilación (intercambio de CO2) o de la 
oxigenación.  
En el presente texto nos referiremos de forma genérica al DPA para designar el edema 
pulmonar no cardiogénico, reservando el término SDRA para la forma más grave del 
síndrome. 
El DPA consiste en un daño pulmonar inflamatorio ya sea de origen extrapulmonar (e. g., 
pancreatitis, quemaduras), o pulmonar (e. g., neumonía). Este daño desencadena un 
aumento de permeabilidad alveolocapilar y consecuentemente un edema intersticial y 
alveolar. Puesto que es difícil medir los cambios de permeabilidad capilar y alveolar en los 
pacientes, el diagnóstico del SDRA se basa en unos criterios que consideran la presencia 
de ciertos signos clínicos, y cambios en el intercambio gaseoso, en la hemodinámica y en 
la radiografía de tórax.  
En este contexto, el DPA/SDRA se caracteriza por (i) inflamación pulmonar difusa y 
edema pulmonar de origen no cardiogénico, (ii) hipoxemia; (iii) infiltrados pulmonares 
bilaterales en la radiografía de tórax. El intercambio gaseoso debe estar deteriorado, tal 
como se mide por un cociente entre la presión parcial arterial de oxígeno (PaO2) y la 
fracción inspirada de oxígeno (FiO2) ≤300. Caracterizandose el SDRA con un intercambio 
gaseoso considerablemente deteriorado con una relación PaO2/FiO2≤200.  
La gravedad del síndrome viene determinada por (i) la disfunción celular en el contexto de 
la hipoxemia y la disminución del aporte de oxígeno a los tejidos; (ii) la inflamación 
pulmonar y de otros órganos, y la disfunción consiguiente de diferentes órganos.  
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La causa más importante de hipoxemia es el cortocircuito (shunt) intrapulmonar, que se 
produce cuando la sangre fluye a través de alvéolos no ventilados (perfusión sin 
ventilación) y por tanto no participa en el intercambio gaseoso.  
El SDRA es una entidad cuyo pronóstico depende no sólo de la afectación pulmonar, sino 
también del grado de afectación sistémica (1). Es interesante destacar que la mortalidad 
de los enfermos con IRA debida a DPA/SDRA no está causada por hipoxemia (es decir, 
por el fallo del pulmón) sino por disfunción multiorgánica, siendo esta la principal causa de 
muerte, generalmente secundaria a la sepsis. Una proporción pequeña de los pacientes 
fallece por hipoxemia refractaria que sólo da cuenta de un 9-19% de las muertes (2,3) 
En su descripción original en 1967, Ashbaugh et al. describieron 12 casos de IRA en 
pacientes con trauma (7 pacientes), pancreatitis (1 paciente) e infección pulmonar viral (4 
pacientes) en los que se observó hipoxemia grave, necesidad de ventilación mecánica 
(VM) y mejoría del intercambio gaseoso al aplicar presión positiva al final de la espiración 
(positive end-expiratory pressure, PEEP). Este síndrome se caracterizaba por una 
presentación aguda del cuadro, con mortalidad elevada y a menudo asociada con 
disfunción multiorgánica (4). 
Debido a la gran variabilidad en el diagnóstico del SDRA y a la falta de acuerdo entre los 
especialistas sobre los criterios diagnósticos, en 1994 se reunió una conferencia de 
consenso, en la que participaron especialistas de EEUU y Europa (American European 
Consensus Conference, AECC) para proponer criterios objetivos para el diagnóstico del 
SDRA (5). En esta conferencia de consenso se determinaron los criterios clínicos 
requeridos para el diagnóstico del SDRA: (i) hipoxemia de presentación aguda 
(PaO2/FiO2≤200); (ii) infiltrado pulmonar bilateral radiológico; y (iii) presión de oclusión de 
la arteria pulmonar (PAP) menor de 18 mmHg o ausencia de evidencia de hipertensión 
auricular izquierda. Se define un tipo de SDRA más leve, con un intercambio gaseoso 
menos deteriorado (200< PaO2/FiO2≤300), que se denomina DPA. Según esta definición, 
la única diferencia entre DPA y SDRA es el grado de deterioro del intercambio gaseoso. 
Aunque este consenso formalizó unos criterios clínicos para el diagnóstico del SDRA 
fácilmente aplicables en los estudios clínicos, existen limitaciones relacionadas con la 
ausencia de criterios sobre las condiciones (FiO2, PEEP) en que ha de medirse el 
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intercambio gaseoso. Para solucionar las limitaciones de la definición de la AECC se 
reunió en 2011 un nuevo panel de expertos, que propuso la denominada Definición de 
Berlín (DB) (6, 7). 
La DB mejora la validez predictiva de mortalidad de la AECC y aclara tanto el modelo 
conceptual del SDRA como los criterios de definición del síndrome (8) y de su espectro de 
severidad (Tabla 1). Esto debería facilitar el reconocimiento de casos y estrategias de 
tratamiento más consistentes según la gravedad (9).  
Según esta definición, los pacientes son clasificados en base al grado de severidad del 
daño pulmonar. Sin embargo, la DB no se encuentra exenta de limitaciones. Por un lado, 
no se contempla la posibilidad de volver a evaluar el grado de hipoxemia. Esta valoración 
temporal del deterioro del intercambio gaseoso es relevante puesto que existe una 
relación entre el grado de deterioro del intercambio gaseoso a las 24h tras el inicio del 
SDRA y el pronóstico (10). Por otro lado, la DB no protocoliza un patrón estándar de 
ventilación en un tiempo determinado para la evaluación de deterioro del intercambio 
gaseoso (10). Por lo tanto, se necesitan directrices más específicas basadas en un 
método estándar para evaluar la oxigenación con el fin de clasificar correctamente la 
gravedad de los pacientes con SDRA.  
CRITERIOS DE SDRA DE LA DEFINICIÓN DE BERLÍN 
Tiempo de inicio de los 
síntomas 
Inicio de los síntomas en la semana siguiente al evento 
relacionado (por ejemplo, neumonía) o bien nuevos síntomas 
respiratorios o agravamiento de los preexistentes. 
Imagen radiológica 
Opacidades pulmonares bilaterales en la radiografía o TC de 
tórax (no atribuibles a derrame pleural, atelectasias o nódulos 
pulmonares).  
Origen del edema 
Insuficiencia respiratoria no explicada completamente por 
enfermedad cardiaca o sobrecarga de fluidos. En ausencia de 
factores de riesgo de SDRA se recomienda excluir edema 
pulmonar hidrostático mediante ecocardiografía. 
Oxigenación 
Leve 
200 mmHg < PaO2/FiO2 ≤ 300 mmHg con PEEP o CPAP ≥ 5 
cmH2O 
Moderado 100 mmHg < PaO2/FiO2 ≤ 200 mmHg con PEEP ≥ 5 cmH2O 




Tabla 1: Criterios de SDRA según la definición de Berlín (9). SDRA, síndrome de distrés 
respiratorio agudo; TC, tomografía computarizada; CPAP, continuous positive airway pressure; FiO2, 
fracción inspirada de oxígeno; PaO2, presión parcial arterial de oxígeno; PEEP, positive end-expiratory 
pressure. 
 
En conclusión, tras su descripción en 1967 por Ashbaugh et al.,(4) y la definición de la 
AECC (1994) (5), los criterios diagnósticos del SDRA se basan en la presencia de 
hipoxemia, infiltrados pulmonares y PAP no elevada. No existe un test diagnóstico 
específico y, por tanto, la aplicación de estos criterios de diagnóstico clínico está sujeta a 
una determinada sensibilidad y especificidad en comparación con el estándar de oro 
diagnóstico que es la presencia de signos histológicos característicos (11). 
Para esta confirmación diagnóstica histológica se requiere de una biopsia pulmonar, muy 
rara vez realizada en estos pacientes, o la autopsia (8) (Fig. 1). 
 
 
Figura 1. Histología pulmonar en el SDRA. (A) Alveolos de apariencia normal, con septos delgados. 
(B) pulmón con SDRA. La membrana basal del alveolo está recubierta por  el material resultante de la 
destrucción de los neumocitos tipo I y que constituyen la membranas hialinas revistiendo el alveolo, (C) 
Neumocitos tipo II prominentes y de estructura cuboidea que revisten el alveolo en la fase respiratoria. 
(D) intersticio ensanchado con proliferación de fibroblastos (12). 
 
 
Los cambios morfológicos característicos del SDRA se denominan daño alveolar difuso 
(DAD). Tal y como fue descrito por Katzenstein et al. en 1976 (13), estos cambios 
consisten en la presencia de membranas hialinas, edema intersticial, necrosis celular, 
proliferación y fibrosis (11).   
Desde entonces, se ha asumido generalmente que estos cambios evolucionan en el 
tiempo en fases bien definidas (exudativa, proliferativa y fibrosis) que se caracterizan por 
cambios morfológicos específicos (13-15). Sin embargo, la secuencia temporal de estos 
cambios, propuesta en su descripción original pero nunca documentada en pacientes con 
SDRA, ha sido recientemente demostrada por nuestro grupo (8, 11, 16, 17). Estos 
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cambios secuenciales de inflamación y reparación pueden superponerse en el tiempo. De 
hecho, es frecuente observar en el mismo paciente cambios correspondientes a diferentes 
fases evolutivas de la enfermedad (Fig. 2 y 3). 
Figura 2. Prevalencia de los diferentes hallazgos histológicos característicos del SDRA en diferentes 
períodos de tiempo tras el diagnóstico (8) 
Figura 3. Secuencia de aparición y evolución de las lesiones histológicas en el daño alveolar difuso a 
lo largo del tiempo tras el diagnóstico. Las alteraciones que caracterizan al estadio exudativo y al 




El daño pulmonar inducido por la VM (ventilator-induced lung injury, VILI), tema central 
del presente trabajo de investigación, se asocia con cambios histológicos semejantes a 
los descritos para el SDRA en general (vide infra) (18, 19). 
 
2.2.  Etiología y factores de riesgo  
El DPA puede desarrollarse debido a muy diferentes causas, que pueden ser (i) 
enfermedades pulmonares (daño pulmonar directo), como la neumonía, la contusión 
pulmonar o la aspiración de contenido gástrico; (ii) enfermedades extrapulmonares 
(daño pulmonar indirecto), como la sepsis, el trauma grave no pulmonar, o el shock (Tabla 
2) (20). 
Daño pulmonar directo (Pulmonar) Daño pulmonar indirecto (Extrapulmonar) 
Causas frecuentes: 
Neumonías 
Aspiración de contenido gástrico 
Causas frecuentes: 
Sepsis 
Trauma severo no pulmonar con Shock 
Politransfusión 
Causas menos frecuentes: 
Contusión pulmonar 
Embolismo graso 
Daño por inhalación 
Casi ahogamiento 
Edema pulmonar de reperfusión tras 
trasplante pulmonar o embolectomía 
pulmonar 
Causas menos frecuentes: 
Sobredosis de drogas 
Pancreatitis aguda 
By pass cardiopulmonar 
Tabla 2: Causas de SDRA. 
 
De acuerdo con estudios epidemiológicos recientes, el daño pulmonar directo es más 
frecuente que el indirecto (55-75% de los casos de SDRA) (Tabla 3) (2, 21-23).  
 
Incidencia de Daño Pulmonar Agudo 
Factor de riesgo directo 
Sepsis de origen pulmonar 24% 
Shock séptico de origen pulmonar 35% 
Aspiración de contenido gástrico 15-36% 
Casi ahogamiento 33% 
Contusión pulmonar 17-22% 
Introducción 
19 
Inducido por ventilación mecánica 6-17% 
Factor de riesgo indirecto 
Sepsis de origen no pulmonar 6% 
Shock séptico de origen no pulmonar 13% 
Transfusión de hemoderivados 24-36% 
Coagulación intravascular diseminada 22% 
Sobredosis 9% 
Traumatismo 
       En 1 región anatómica <1% 
       En 2 regiones anatómicas 2,90% 
       En 3 o más regiones anatómicas 9-10% 
By pass cardiopulmonar 2% 
Quemaduras 2% 
Tabla 3: Incidencia de los factores de riesgo asociados con el DPA (24). 
La importancia en la diferenciación entre el origen pulmonar y extrapulmonar del DPA se 
debe a que, como ha sido señalado recientemente, existen diferencias en el patrón 
radiológico, en la mecánica pulmonar o en la respuesta al tratamiento. 
Gattinoni et al. (25) estudiaron a 12 pacientes con SDRA de origen pulmonar (SDRAp) (11 
pacientes con neumonía y uno con alveolitis hemorrágica) y a 9 pacientes con SDRA de 
origen extrapulmonar (SDRAex) (3 pacientes politraumatizados, 3 pacientes con 
peritonitis, 2 pacientes con infarto intestinal y uno con shock hemorrágico). A todos se les 
aplicaron diferentes niveles de PEEP y se analizaron los cambios en la mecánica 
respiratoria encontrando que los cambios son consistentes con una prevalencia de 
consolidación en los casos de SDRA de origen pulmonar y prevalencia de edema y 
colapso alveolar en el SDRA de origen extrapulmonar. 
Goodman et al. (26) encuentran que el patrón radiológico del SDRAex es en vidrio 
deslustrado uniforme y simétrico, mientras que en el SDRAp la imagen en vidrio 
deslustrado es menos frecuente y los infiltrados son claramente asimétricos. 
Lim et al. (27), encontraron una respuesta diferente a la posición prona de un grupo de 31 
pacientes con SDRA, en cuanto al tiempo en el que se producen los cambios en la 
oxigenación, y los cambios en la mecánica respiratoria y en las imágenes radiológicas. En 
los casos de SDRAex se apreció un aumento más precoz de la oxigenación, una 
disminución de la compliance estática (que no cambió en SDRAp) y una disminución del 




estos hallazgos que hay dos categorías de SDRA y que, incluso, se trata de dos 
síndromes distintos que pueden requerir diferentes pautas de tratamiento con VM. 
El riesgo de SDRA aumenta si, en combinación con el factor de riesgo principal, el 
paciente presenta algún otro factor predisponente, como edad avanzada, el sexo 
femenino, abuso crónico del alcohol, tabaquismo, enfermedad pulmonar crónica, la 
severidad de la enfermedad subyacente y la presencia de varios factores de riesgo (7).  
 
 
2.3.  Impacto social  
 
La relevancia social del problema del DPA está bien documentada. Primero, la elevada 
mortalidad del DPA, afectando con frecuencia a pacientes jóvenes (víctimas de trauma, 
quemaduras o neumonía) (2, 3, 25, 26). Segundo, el tiempo prolongado de recuperación 
que requieren los supervivientes antes de incorporarse de nuevo a una vida laboral y 
social activa sufriendo tras el alta de UCI morbilidad pulmonar y extrapulmonar (21, 28-
32). Tercero, la prevalencia creciente de esta enfermedad, al aumentar la frecuencia de 
los factores de riesgo (e. gr. transplante pulmonar, epidemias de neumonía por virus de la 
influenza, edad más avanzada de la población, etc.) (1, 3, 4, 23, 24, 33). 
Desde su primera descripción en 1967 el SDRA ha recibido más atención que ninguna 
otra entidad aislada dentro de los cuidados intensivos (34). Aproximadamente un 7-10% 
de los pacientes ingresados en UCI sufren DPA (20, 21, 35), y el 5-8% de los pacientes 
que reciben VM tienen este diagnóstico. Unos estudios recientes han estimado la 
incidencia entre 5 y 80 casos por 100,000 habitantes-año (2, 21-23, 33, 36-39) siendo la 
mortalidad del DPA entre un 35%-65% (3, 21, 30, 40-43). 
 
Se trata, pues, de un síndrome con una elevada incidencia y una alta mortalidad. Sin 
embargo, a pesar de avances en la Medicina, en el conocimiento de la patogénesis de 
otras enfermedades, y en la implementación de nuevos y eficaces tratamientos para otras 
condiciones, la mortalidad del DPA no ha variado durante las tres últimas décadas (3, 21, 
29, 40-42, 44-46). En una revisión sistemática rigurosa publicada en 2009 se determinó 




36% en estudios aleatorizados), desde que la definición de la AECC fue publicada (30). 
Por otro lado, ningún tratamiento (a excepción del uso de volumen corriente bajo en la VM 
de estos pacientes y quizá la posición prona y el uso de relajación neuormuscular) se ha 
















3. VENTILACIÓN MECÁNICA Y DAÑO 
PULMONAR AGUDO 
 
3.1.  La ventilación mecánica como tratamiento del DPA  
Los enfermos con SDRA presentan aumento del espacio muerto, disminución del volumen 
tidal (VT) y reducción de la distensibilidad pulmonar, lo cual contribuye al incremento del 
trabajo respiratorio y de los requerimientos energéticos para lograr una ventilación 
adecuada. 
Los mecanismos que determinan una limitación del volumen pulmonar para recibir el VT 
insuflado son el edema intersticial y alveolar (51, 52).  
El primer lugar, el edema intersticial se caracteriza por una disminución de la capacidad 
residual funcional (CRF) y la presencia de áreas de colapso alveolar. La lesión de las 
células epiteliales y la existencia del edema empeora la formación y actividad del 
surfactante (53). La función primaria del sistema surfactante consiste en facilitar la 
mecánica respiratoria, minimizando la energía que el tejido pulmonar debe aportar para 
mantener abierta y expuesta la superficie de intercambio gaseoso durante los ciclos de 
inspiración-espiración. La presencia de edema en el intersticio alveolo-capilar en los 
casos de SDRA altera el surfactante  por la lesión de los neumocitos II, produciéndose 
colapso alveolar (53-55). Esta alteración se resuelve mediante la VM, sustituyendo la 
función pulmonar de forma mecánica, permitiendo el descanso muscular (vide infra). A su 
vez, esta lesión provoca el desprendimiento de los neumocitos tipo I dejando al desnudo 
la membrana basal, sobre la que se depositan diversos restos formando las conocidas 
membranas hialinas (cambio morfológico del DAD utilizada para el diagnóstico de SDRA). 
Estas membranas están constituidas por fibrina y detritus procedentes de la destrucción 
de los neumocitos tipo I, como se puede observar con microscopía electrónica (Fig. 1) 
(12, 56-58).  
El surfactante también posee una función en la defensa inmune innata. El deterioro en su 




El volumen pulmonar puede restablecerse y las unidades alveolares colapsadas pueden 
abrirse mediante un aumento de la presión en la vía aérea mediante “maniobras de 
reclutamiento alveolar” (59-61). En la actualidad se considera que las lesiones 
pulmonares no son homogéneas, con 1/3 del tejido pulmonar normal, otro 1/3 de tejido 
reclutable mediante VM y el 1/3 restante funcionalmente irrecuperable. Esto quiere decir 
que sólo el 30% del pulmón es capaz de funcionar normalmente, de ahí que haya recibido 
el sobrenombre de baby lung (pulmón de recién nacido), pues en el SDRA el pulmón, 
más que presentar un aumento de la rigidez, presenta un volumen de tejido sano reducido 
(es más pequeño que rígido) (52). Por otro lado, la presión positiva en la vía aérea 
permite el aumento del volumen pulmonar y la mejoría del intercambio gaseoso. La PEEP 
consiste en el mantenimiento de un cierto nivel de presión positiva en el alveolo a lo largo 
de todo el ciclo respiratorio. La aplicación de PEEP permite mantener abiertos a alveolos 
reclutados y evitar el colapso de nuevas unidades alveolares. El aumento del volumen 
pulmonar mejora el intercambio gaseoso. La VM, por tanto, constituye una importante 
medida de tratamiento de pacientes en situación de IRA. 
En segundo lugar, el edema alveolar (inundación alveolar).  En este mecanismo, 
explicativo de la limitación del VT, la CRF no se modifica con la aplicación de PEEP, 
debido a que existe ocupación de unidades alveolares por parte de proteínas y detritus. 
Esta ocupación alveolar limita el reclutamiento, de tal manera que durante una insuflación 
el volumen se distribuye hacia las zonas normalmente aireadas; por este motivo, el 
aumento del volumen pulmonar ocurre principalmente a expensas de un incremento en el 
radio alveolar de las unidades previamente abiertas, lo que favorece la "sobredistensión" 
(62-64). 
En resumen, la VM no es sino una medida de soporte de la función pulmonar que se 
aplica mientras la estructura y función pulmonares mejoran con el tratamiento de la causa 
de la IRA (65). La VM puede reducir el shunt y mejorar la oxigenación por dos 
mecanismos: por un lado, la aplicación de presión positiva inspiratoria produce la apertura 
y la expansión de los alvéolos colapsados (reclutamiento alveolar), y por otro, la utilización 
de PEEP previene el colapso de los alvéolos previamente abiertos por la presión 
inspiratoria (mantiene el reclutamiento alveolar), incrementa la CRF (volumen pulmonar al 
final de la espiración) y mejora el equilibrio entre ventilación y perfusión. En caso de 
edema pulmonar, la PEEP también puede mejorar la oxigenación mediante la 
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redistribución del agua pulmonar desde los alveolos hacia el intersticio, aunque no 
reduzca el contenido de agua extravascular pulmonar. Por otra parte, niveles apropiados 
de PEEP pueden ayudar a prevenir la lesión pulmonar inducida por el ventilador, al evitar 
la apertura y el cierre de los alvéolos de forma cíclica (vide infra). 
3.2.  La ventilación mecánica como causa de DPA 
Aún siendo la VM un tratamiento que ha permitido salvar la vida de numerosos enfermos 
con IRA, hoy es reconocido que se trata de una intervención que per se puede causar 
daño pulmonar (66, 67). El daño pulmonar agudo inducido por la VM (ventilator-induced 
lung injury, VILI) consiste fisiopatológicamente en inflamación pulmonar aguda y difusa, y 
edema pulmonar por hiperpermeabilidad alveolo-capilar. La patogénesis y fisiopatología 
son comunes a las reconocidas para el DPA en general (68). El VILI se trata, pues, de 
una forma específica de DPA, en la cual el daño pulmonar está causado por un estímulo 
físico, el estiramiento tisular originado por la sobredistensión alveolar (vide infra).  El VILI 
se caracteriza por disfunción del surfactante y cambios histológicos indistinguibles de los 
descritos para el SDRA (alveolitis neutrofílica, formación de membranas hialinas, fibrosis 
en estadios avanzados, es decir, DAD) (69). 
Se puede producir VILI tanto en pulmones sanos (70) como en pulmones previamente 
dañados (e.g., mediante la inducción de una situación de sepsis, o la administración 
intratraqueal de ácido clorhídrico, o el lavado broncoalveolar repetido para eliminar el 
surfactante pulmonar) (71-73). Aunque es el VILI inducido en pulmones previamente 
lesionados es de mayor intensidad que el inducido en un pulmones previamente sanos 
(74, 75).  
El VT tradicionalmente pautado a enfermos con IRA que reciben VM en la UCI se 
encontraba en el pasado alrededor de 10 ml/kg. En ocasiones, con el objeto de expandir 
el pulmón colapsado o en ciertas condiciones durante una intervención quirúrgica, se 
podían utilizar VT más elevados aún (e.g., 15 ml/kg). El concepto del baby lung (vide 
supra) cambió el paradigma de la comprensión de la estructura y función pulmonares en 
condiciones de DPA. La presencia de amplias áreas de colapso alveolar explica que el VT 
administrado no se distribuya en las áreas enfermas, sino sólo en las áreas sanas, 
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produciendo sobredistensión de las unidades alveolares abiertas (76-78). Este 
conocimiento ha hecho que el objetivo de la VM no sea tanto mantener una oxigenación 
(PaO2) y ventilación (PaCO2) en el rango normal, como evitar la sobredistensión y el 
cizallamiento cíclicos del tejido pulmonar, tanto de las zonas dañadas como de las 
próximas a ellas y susceptibles también de lesión.  
El estudio publicado por la ARDS Network en 2000 (79) supuso un significativo avance en 
el empleo de VM en los pacientes con DPA/SDRA. Este estudio planteó la hipótesis de 
que la VM utilizando VT elevados (12 ml/kg)  produce daño pulmonar y respuesta 
inflamatoria sistémica asociada a este daño pulmonar. La estrategia basada en el uso de 
VT bajos (6 ml/kg) intenta la protección pulmonar, tolerándose ciertos niveles de 
hipercapnia y de acidosis respiratoria. El principal resultado del ensayo clínico fue que el 
grupo que recibió VT bajo precisó menor duración de la VM como soporte, menor fracaso 
de órganos y menor mortalidad (39,8% versus 31,0%).  
Es muy interesante la observación de que la disminución de la mortalidad en el ensayo 
clínico no se debió a mejoría de la oxigenación ni a reducción del barotrauma, sino a la 
menor incidencia de disfunción multiorgánica (79). Además, el grupo ventilado con VT bajo 
presentó menor concentración de IL-6 en suero al tercer día del estudio, con reducción 
mayor a lo largo de los días de ingreso. Estos resultados apoyan la hipótesis de que la 
protección del pulmón tiene efectos sistémicos beneficiosos. 
3.3.  Fisiopatología del VILI 
En las publicaciones iniciales se asumía que el daño inducido por la ventilación se 
relacionaba únicamente con el desarrollo de las distintas formas de barotrauma. 
Actualmente se considera también daño inducido por la VM formas más sutiles de daño 
que se manifiestan como cambios morfológicos, estructurales y fisiológicos. El 
reconocimiento de que la sobredistensión alveolar más que las altas presiones proximales 
en la vía aérea, es el principal determinante del daño pulmonar (volutrauma más que 
barotrauma) (80), ha constituido un cambio sustancial en el conocimiento de la 




El concepto de barotrauma fue expandido por los hallazgos de Dreyfuss et al., quienes 
demostraron un aumento de la permeabilidad capilar y edema pulmonar en ratones sanos 
ventilados con un VT  elevado (81, 82). La cuestión del papel relativo del aumento del 
volumen (volutrauma) o presión (barotrauma) en la inducción el daño pulmonar fue 
abordado por un estudio en el que se ventilaron ratas con VT elevado con un dispositivo 
(cinta toracoabdominal) que evita la expansión del tórax (VT normal y presión inspiratoria 
pico en la vía aérea [PIP] elevada) o sin el dispositivo (VT  elevado y PIP elevada) (82). 
Las ratas en las que no se permitió un aumento del volumen torácico (sólo aumentó la 
PIP) no presentaron daño pulmonar, a diferencia de aquellas en las que se aplicaba un VT 
elevado y se permitía un aumento del volumen torácico. En otro estudio se ventilaron 
ratones utilizando un pulmón de acero con presiones negativas y grandes volúmenes 
corrientes, y en ellos también apareció edema pulmonar, aun en ausencia de PIP  
positiva. Estos resultados contribuyeron a la aceptación del concepto de que es el 
volumen más que la presión el factor que contribuye al daño pulmonar (82).  
El uso de VT elevados en la VM origina un incremento de la permeabilidad de la barrera 
alveolocapilar a las proteínas. Diferentes estudios han encontrado un mayor coeficiente 
de filtración durante la VM (83, 84) lo cual obedece a una reducción de la integridad de la 
barrera alveolocapilar y sugiere que durante la VM se lesionan las células epiteliales y 
endoteliales.  
Otro factor que actúa en combinación con el volutrauma para inducir daño pulmonar es la 
apertura y cierre cíclico de unidades alveolares que permanecen cerradas durante la 
inspiración y se abren al aplicar presión positiva en la vía aérea durante la espiración. 
Este mecanismo se conoce con el nombre de atelectotrauma (85, 86). 
Además de estas alteraciones que podemos clasificar como lesiones mecánicas, uno de 
los puntos más interesantes de la lesión pulmonar asociada a VM y de mayor relevancia 
para la presentación de este trabajo es la capacidad del pulmón para liberar sustancias 
pro-inflamatorias e inducir una respuesta inflamatoria sistémica en condiciones de 
sobredistensión.  
En años recientes se ha evidenciado que la ventilación también puede inducir el 
reclutamiento y activación de células inflamatorias en el tejido pulmonar dañado y la 
producción de numerosos mediadores inflamatorios que juegan un papel importante en el 
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comienzo y propagación de la lesión pulmonar. Este fenómeno ha sido denominado 
biotrauma (87-93). De entre todos los mediadores (incluyendo derivados de ácido 
araquidónico, factores de coagulación, mecanismos de lesión y reparación de la 
membrana celular, etc.), las citoquinas y las quimioquinas forman el grupo más importante 
y nos centraremos en ellas. La apoptosis es otro mecanismo de lesión alveolar y 
endotelial que, por su estrecha relación con la respuesta inflamatoria, será tratado 
conjuntamente. 
La capacidad del pulmón de mantener y propagar la respuesta inflamatoria (91, 94) en 
ciertas condiciones mecánicas (e.g, sobredistensión) explicaría que la mayoría de los 
pacientes con DPA no fallecen en situación de hipoxemia refractaria (50, 95), sino en 
situación de disfunción multiorgánica (34, 96), así como el desarrollo de fracaso 
multiorgánico en el contexto de SDRA (97, 98).  
Otro aspecto relacionado con la VM y que puede contribuir potencialmente al daño 
pulmonar es la toxicidad por oxígeno. Se considera que el estrés oxidativo es un 
importante mecanismo de daño pulmonar agudo en pacientes con enfermedades como el 
SDRA. En humanos y animales la aplicación de FiO2 alta produce daño pulmonar 
probablemente a través del incremento de la generación de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) (99-102). En la actualidad, el manejo de los pacientes con SDRA incluye 
el uso de una FiO2 tan baja como sea posible, planeando objetivos de oxigenación más 
modestos que en el pasado (e.g., SaO2 ≥ 88%) (103, 104).  
La patogénesis de la lesión pulmonar aguda se sustenta por tanto en 4 pilares 
fundamentales: a) daño endotelial y epitelial; b) activación de células inflamatorias; c) 
balance entre citocinas pro y antiinflamatorias y d) necrosis y apoptosis (87). 
A la compleja interacción entre estos mecanismos se añade una quinta vía de lesión, 




3.4.  Biotrauma: desde el fallo por estrés a la disfunción 
orgánica 
 
El pulmón en el DPA es actualmente visto como un órgano más de la economía que se 
encuentra involucrado en el síndrome de disfunción orgánica múltiple como resultado del 
síndrome de respuesta inflamatoria sistémica, caracterizado por una activación de 
leucocitos mediada por citoquinas (105-107). Los leucocitos en el pulmón, por lo tanto, 
responden y contribuyen al proceso inflamatorio en el DPA. Existe una activación de 
leucocitos en el tejido pulmonar, produciendo una respuesta inflamatoria local con 
posterior vertido de mediadores inflamatorios a la circulación general (108). 
La VM se asocia con alteraciones a nivel de las células epiteliales y del endotelio vascular 
en respuesta a diversos estímulos nocivos (vide supra), dando lugar a un aumento de 
permeabilidad alveolo-capilar (109-112), formación de edema en el espacio alveolar, 
infiltración de neutrófilos activados, y desarrollo de una respuesta inflamatoria a nivel local 
y sistémico (113-116). El estiramiento cíclico induce cambios en la expresión de genes 
(99, 117) y en las vías de señalización intracelular aun en ausencia de lesión pulmonar 
previa. Desde estas células se producen y liberan interleuquinas (IL-1, IL-6, IL-8 y IL-10), 
factor de necrosis tumoral (TNFα), factor activador de plaquetas, oxidantes y proteasas 
(88). 
Se ha denominado mecanotransducción al mecanismo por el que un estímulo mecánico 
(estiramiento tisular) se traduce mediante activación de receptores de membrana celular  
en vías de señalización intracelular (53). 
 
El papel del pulmón como modulador de la inflamación en condiciones de VM fue 
señalado por varios trabajos seminales. Vlahakis et al. (106) demostraron in vitro que el 
estiramiento de macrófagos alveolares causaba liberación de citoquinas y proteasas y 
que el estiramiento cíclico incrementaba la expresión de IL-8 y TNFα en células alveolares 
y bronquiales. La mayoría de los genes activados pertenecen a dos procesos biológicos: 
la inflamación y la coagulación (IL-1 beta [IL1β], IL-6, quimioquina-2, ciclooxigenasa A2 y 
activador del plasminógeno tipo 1, factor tisular y urokinasa). Narimanbekov y Rozycki 
(118) demostraron en un modelo en conejos de VM e hiperoxia que la inhibición del efecto 
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de la IL1β se asociaba con un disminución de la respuesta inflamatoria. Varios trabajos 
subsiguientes comprobaron la presencia de mediadores pro- y antiinflamatorios en el 
líquido del lavado broncoalveolar (LBA) de animales sometidos a VILI (88, 115, 119). 
Numerosos estudios en modelos animales han demostrado la relación entre la estrategia 
de VM y el grado de respuesta inflamatoria (88, 115, 119-124). Tremblay et al. (120) 
diseñaron un estudio en el que pulmones aislados de rata fueron ventilados con distintos 
VT y niveles de PEEP. Se analizó después en el LBA los niveles de distintas moléculas 
(TNFα, IL1β, IL-6, IL-10, MIP-2 e IFN-gamma) (10, 89, 116, 124). Todas ellas aumentaron 
de forma significativa en el grupo de pulmones ventilados con los parámetros nocivos (VT 
elevado, PEEP=0). Estudios de inmunohistoquímica sugirieron que las citoquinas 
parecían provenir de las células epiteliales del pulmón (90). 
La liberación de mediadores inflamatorios por el pulmón sometido a ciertas condiciones 
de VM no queda circunscrita al espacio alveolar, sino que los mediadores también son 
translocados al espacio intravascular  proporcionando así un mecanismo por el cual el 
pulmón puede modular la respuesta inflamatoria sistémica (74, 94, 105, 119, 125). 
También se ha demostrado que se produce traslocación de bacterias desde el espacio 
alveolar hacia la circulación dependiendo de las condiciones de VM. Nahum et al.  (126) 
estudiaron en perros la influencia de distintas estrategias de VM en la translocación de 
Escherichia coli desde el pulmón a la circulación. Se observó que las bacterias aparecían 
en la sangre en mayor porcentaje con el uso de estrategias nocivas de VM. Estos 
resultados proporcionan un mecanismo potencial adicional explicativo del papel 
modulador de la respuesta inflamatoria sistémica por el pulmón en condiciones de 
distensión tisular.  
Otros estudios han demostrado disfunción multiorgánica en relación con el VILI, como 
indican los hallazgos de hipotensión arterial, fracaso renal agudo, alteración de la 
permeabilidad intestinal y aumento de transaminasas en animales sometidos a VILI (115, 
127). Estos hallazgos apoyan el papel del pulmón como generador de respuesta 
inflamatoria en ciertas condiciones de VM. El fenómeno por el cual un insulto inicialmente 
pulmonar se manifiesta de forma sistémica se denomina descompartimentalización de 




En los estudios realizados con animales llama la atención la rapidez con la que se 
produce la lesión pulmonar, especialmente con animales pequeños (e.g., roedores). Se 
ha propuesto que en modelos en animales pequeños las lesiones tienen un origen 
puramente mecánico por el cizallamiento del tejido pulmonar con la ventilación, y que en 
animales de mayor tamaño se combinan factores mecánicos e inflamatorios (134). Sin 
embargo, parece que en roedores debe jugar también un papel el proceso inflamatorio 
relacionado con el biotrauma, ya que se ha demostrado al igual que en otras especies-
aumento de citoquinas en el LBA y en el suero, así como atenuación de las lesiones con 
agentes antiinflamatorios como la dexametasona (75, 115). 
En síntesis, se ha postulado que los mecanismos principales por los que el VILI puede 
inducir disfunción multiorgánica son (87): (a) fallo por estrés de la barrera endotelial y 
epitelial alveolar, facilitando así la descompartimentalización de la respuesta inflamatoria; 
(b) fallo por estrés de la membrana plasmática  (necrosis/apoptosis); (c) alteraciones en la 
estructura del citoesqueleto sin daño ultraestructural; (d) efectos en la vasculatura 
independientes del estiramiento o la ruptura; (e) estiramiento cíclico, que ha sido 






4. MODELOS EXPERIMENTALES DE DPA
El mecanismo fundamental por el que se inicia y propaga el daño pulmonar aún no ha 
sido desvelado completamente. Estudios en humanos han permitido conocer información 
sobre el inicio y evolución de los cambios fisiológicos e inflamatorios en el pulmón 
sometido a VM (88). Esta información nos ha permitido plantear algunas hipótesis sobre 
los mecanismos del daño. Sin embargo, no es posible probar estas hipótesis en pacientes 
debido a la dificultad del diseño experimental en general en humanos. 
Los modelos animales nos proporcionan un medio para evaluar directamente en 
organismos complejos y en sistemas vivos intactos las hipótesis sobre la patogénesis y 
efectos de diferentes intervenciones terapéuticas de forma simple y rápida, así como para 
validar en condiciones más fisiológicas los hallazgos en modelos celulares.  
Idealmente, un modelo animal de SDRA debería incorporar por lo menos una o más 
características del SDRA en humanos, incluyendo un desarrollo agudo del proceso 
después de recibir el estímulo, y cambios en la función (e.g., alteración del intercambio 
gaseoso, hiperpermeabilidad alveolo-capilar) o en la estructura (disminución de la 
compliance, formación de edema, aumento de la ratio peso húmedo/peso seco, cambios 
histológicos indicativos de DAD) pulmonares. 
Existen numerosos modelos experimentales de DPA inducido por diferentes factores (e.g., 
sepsis, transfusión múltiple, trauma, aspiración del contenido gástrico, exposición a altas 
concentraciones de oxígeno, reperfusión de tejidos isquémicos). La administración por 
diferentes vías (intraperitoneal, intravenosa, intratraqueal) de endotoxina 
(Lipopolisacárido, LPS) es uno de los modelos más utilizados de DPA (135). El LPS es un 
potente agente biológico que estimula el sistema inmune innato y permite el estudio de las 
vías de señalización implicadas en el daño pulmonar agudo tras un insulto inflamatorio. El 
estímulo con LPS es un insulto puramente inflamatorio, no bacteriano (ni microbiológico 
en general). Por tanto, el modelo de daño inducido mediante la administración de LPS no 
se trata sensu stricto de un modelo de DPA inducido por la sepsis (136). 
  Otro modelo de DPA inducido por un estímulo inflamatorio es el inducido por la 




grandes como pequeños animales, los cambios asociados al uso de diferentes estrategias 
ventilatorias, mecanismos patogenéticos y cambios fisiopatológicos asociados al DPA, 
incluyendo mecanismos de alteración del intercambio gaseoso.  
Puesto que la sepsis es el factor de riesgo más común para el desarrollo de DPA, se han 
estudiado ampliamente modelos de DPA inducido por la sepsis. Entre los modelos de 
DPA inducido por la sepsis cabría citar cualquier modelo de sepsis en general. Un modelo 
ampliamente utilizado para inducir sepsis, y que se acompaña de DPA, es el modelo de 
peritonitis inducida mediante ligadura y punción del ciego (LPC) (75, 138, 139).  
 
 
4.1.  El modelo de DPA inducido por la ventilación 
mecánica (VILI) 
 
Un modelo de DPA de gran relevancia clínica es el inducido por la VM (VILI). En efecto, el 
estudio del VILI tiene gran interés clínico y biológico de acuerdo a dos criterios: (i) es un 
modelo de DPA, y se asocia con cambios fisiopatológicos e histológicos indistinguibles del 
DPA asociado a otros factores de riesgo (e.g., sepsis); (ii) es muy posible que pacientes 
sometidos a VM se encuentren en riesgo de sufrir (o sufran de hecho) daño en la función 
pulmonar relacionado con la VM (aun cuando se utilice un VT bajo). En efecto, debido a la 
heterogeneidad del daño pulmonar en el DPA, es posible que, aun con el uso de VT bajos 
y sin exceder la PIP (medida en el tubo endotraqueal) recomendada, existan áreas del 
pulmón sometidas a presiones alveolares elevadas. El estudio del VILI resulta, pues, de 
interés, como modelo de DPA, y como condición que per se puede estar implicada en el 
desarrollo o empeoramiento de la función pulmonar en pacientes sometidos a VM (81, 
82).   
El modelo de VILI ha aportado una información muy valiosa sobre los efectos del VT sobre 
los cambios en la función y en la histología pulmonares. El uso de VT elevado y PEEP=0 
se asocia con hemorragia alveolar, formación de membranas hialinas, infiltración 
neutrofílica, disminución de la compliance y alteraciones en el intercambio gaseoso. 
Existe sinergismo cuando se combinan dos insultos, como el uso de VT elevado y la 
administración de LPS. Otras intervenciones aumentan la susceptibilidad al daño inducido 
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por la VM, como son el lavado alveolar (para eliminar el surfactante pulmonar), o la 
administración de ácido clorhídrico por vía intratraqueal (140-142). Por ello, se distingue 
entre modelos de VILI en pulmón previamente sano y modelo de VILI en pulmón que 
previamente ha recibido otro insulto adicional, conocido como modelo de doble daño.  
De especial interés por su relevancia clínica es el modelo experimental de DPA inducido 
por LPS y VM de forma conjunta. En efecto, la situación clínica consiste con frecuencia en 
la administración de VM a pacientes ingresados en la UCI con el diagnóstico de sepsis. 
Es posible que la VM per se en estos casos no cause daño (como se puede razonar en 
base a la experiencia de enfermos sin patología sistémica que son sometidos a una 
intervención quirúrgica y VM); que la sepsis se asocie per se con un cierto grado de 
disfunción pulmonar; y, finalmente, que la aplicación combinada de ambos insultos (sepsis 
y VM) origine un daño pulmonar significativo. De la misma forma, el modelo animal que se 
ha conseguido consiste en la administración de una dosis de LPS y de VM, que no 
producen efecto sobre la función pulmonar cuando se administran de forma 
independiente, pero que administradas de forma conjunta se asocian con disfunción 
pulmonar (143-145).  
De entre los diferentes modelos de DPA (vide supra) el modelo de VILI tiene dos 
características: (i) es el único modelo basado en la administración de una intervención 
que es un “tratamiento”; (ii) es el modelo de DPA más utilizado en la investigación 
publicada. En las publicaciones de los últimos 5 años, la frecuencia de utilización de los 
diferentes modelos fue: VILI, 30%; administración de LPS, 19%; administración de 
bacterias vivas, 16%; hiperoxia, 12%; administración de bleomicina, 10%; administración 
de ácido oleico, 5%; LPC, 4%; instilación de ácido, 3% (146). 
4.2.  VILI en diferentes sistemas biológicos 
Para cada uno de los insultos detallados anteriormente (LPS, sepsis, VM, etc.), el modelo 
de estudio puede ser (i) in vivo (el insulto se administra al animal) o ex vivo (el insulto se 
administra al órgano tras ser aislado); (ii) basado en el órgano o basado en la célula (in 




al pulmón aislado, o aplicar a un cultivo de células alveolares un estiramiento cíclico, 
remedando los cambios físicos que sufren las células en el pulmón sometido a VT elevado 
in vivo.  
Los métodos in vivo son más fisiológicamente relevantes y son muy apropiados para 
testar la eficacia de intervenciones con carácter terapéutico. Por ejemplo, estudios sobre 
la respuesta inmune innata han mostrado que el sistema inmune no sólo es activado por 
la presencia de productos bacterianos sino también por productos endógenos de los 
tejidos dañados y de la inflamación, en ausencia de productos microbianos en el tejido 
(128, 147). También se ha demostrado en estos modelos que el sistema inmune innato y 
el estiramiento mecánico de las células tienen importantes interacciones en adultos que 
atenúan el desarrollo de DPA. Estas interacciones parecen adquiridas con la edad y son 
menos pronunciadas en animales jóvenes (148).   
Los métodos in vitro son una interesante alternativa a los métodos clásicos in vivo para la 
evaluación de las características biológicas y del comportamiento individual de 
determinadas células o vías metabólicas. Ese enfoque es apropiado para disecar 
mecanismos de daño celular o de activación de ciertas vías de señalización inter e 
intracelular, pues excluyen el efecto de la interacción con otros órganos. Por ejemplo, el 
papel de la apoptosis en la patogénesis del SDRA se puede estudiar de forma detallada 
en un modelo en el cual células alveolares son sometidas a un estiramiento cíclico (149). 
Por su propia naturaleza los modelos in vitro son una simplificación de una realidad 
compleja, y la información proporcionada ha de ser validada en modelos in vivo más 
fisiológicamente relevantes, donde tiene lugar la interacción con otros órganos o 
sistemas. 
Los modelos ex vivo se utilizan para aislar mecanismos de cambio en la función celular o 
del órgano, o de activación/inhibición de vías de señalización inter e intracelulares, en 
condiciones en las que el órgano y su respuesta al insulto no se ven influenciadas por 






4.3.  Modelos de DPA inducido ex vivo por la ventilación 
mecánica 
Los modelos de pulmones perfundidos ex vivo fueron diseñados en un principio con el 
propósito de transplantar pulmones a pacientes con daño pulmonar terminal. La 
preservación del órgano para su trasplante es de vital importancia, ya que permite el 
mantenimiento de la viabilidad durante periodos cada vez más largos. Para el estudio de 
estos procedimientos es deseable el uso de experimentos con especies animales 
pequeñas, lo cual resulta más simple y rentable. El modelo de perfusión pulmonar actual 
ha sido comercializado bajo el nombre de IL-2 - Isolated Perfused Rat o bien Guinea Pig 
Lung System (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA; Hugo Sachs Elektronik, 
Hugstetten, Germany). 
El uso del modelo ex vivo se caracteriza por su reproducibilidad, fiabilidad, y bajo coste, e 
incluye estudios de preservación pulmonar y evaluaciones fisiológicas para transplantes, 
estudios de función pulmonar y de intercambio gaseoso en modelos de DPA, evaluación 
funcional en modelos de  enfermedad obstructiva y vascular (e.g. enfisema, hipertensión 
pulmonar), análisis de los efectos no pulmonares en enfermedades metabólicas y 
endocrinas, evaluación de la absorción y efectos de drogas y agentes inhalados, 
valoración del transporte de gases, y estudios de modos de VM alternativos (e.g., 
ventilación liquida con perfluorocarbonos) (76, 150-152). Por otro lado, el sistema permite 
mediciones más rigurosas y un mayor control de las variables hemodinámicas que el 
modelo en animal intacto. 
Es importante destacar que ningún enfoque (in vivo, ex vivo) es mejor que otro, 
independientemente de otras consideraciones. Cada enfoque y modelo puede ser el 
indicado, dependiendo de la pregunta de investigación que se formula.  
En nuestro caso, el diseño de un modelo de VILI ex vivo es un paso esencial en el 
desarrollo de la investigación en VILI por nuestro grupo. En efecto, el modelo de VILI in 
vivo e in vitro han sido desarrollados por nuestro equipo y han originado interesantes 




En este contexto, nuestro grupo ha utilizado un modelo previo de VILI in vivo en ratas 
sanas o sépticas sometidas a VT altos en el que se exploraron los mecanismos 
responsables del daño a nivel pulmonar y sistémico. El modelo se caracterizó por la 
presencia de membranas hialinas en el pulmón, disfunción en el intercambio gaseoso, 
inflamación pulmonar, aumento de la PIP y disminución de la compliance dinámica del 
sistema respiratorio. Pero los efectos de la ventilación mecánica parecen no estar 
limitados al daño pulmonar, pues se observaron profundos cambios sistémicos 
manifestados como hipotensión, aumento de la respuesta inflamatoria sistémica, acidosis 
láctica y daño hepático (10, 74, 111, 148). 
Utilizando este mismo modelo in vivo fuimos pioneros en demostrar que la VM con VT 
altos está asociada con disfunción vascular in vitro. Tanto a nivel macro como 
microvascular se demostraron defectos en la relajación (curva dosis-respuesta a 
concentraciones crecientes de acetilcolina) y en la contracción (curva dosis-respuesta a 
concentraciones crecientes de norepinefrina) de vasos aislados, indicando una 
disminución de la reactividad a agentes vasoactivos (74, 111). Por tanto, en efecto, la VM 
lesiva no sólo produce patología a nivel pulmonar sino que genera alteraciones a 
distancia (74, 111, 123). 
En este contexto, coincidiendo con nuestro resultados anteriores (74, 111, 115), hemos 
demostrado en un modelo in vivo que la VM lesiva produce disfunción respiratoria y 
vascular, acompañada de inflamación sistémica y pulmonar. Sin embargo, en los 
animales supervivientes al insulto, estos cambios se normalizan a las 24-72 h del insulto, 
mientras que otros (acidosis, edema pulmonar), persisten durante el periodo de 
observación. Al inhibir la respuesta inflamatoria de manera general administrando 
dexametasona observamos que no sólo el daño pulmonar sino además la disfunción 
sistémica eran atenuadas en los animales sometidos a 35 mL/kg (115). 
Así mismo hemos demostrado que la administración de inhibidores de la enzima 
ciclooxigenasa previene el daño pulmonar y sistémico inducido por volúmenes corrientes 
altos, reduciendo el aumento de la permeabilidad a nivel pulmonar y vascular (153). 
Finalmente, en colaboración con el laboratorio de la Prof. C. Casals (Dept. de Bioquímica, 
Universidad Complutense de Madrid) hemos demostrado en nuestro modelo de VILI un 
aumento de la concentración de proteínas carboniladas (indicando aumento el estrés 
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oxidativo, como aspecto del estrés nitroxidativo) en el LBA en ratas sometidas a VILI. Este 
hallazgo se acompaña de cambios en la bioquímica del surfactante (disminución de la 
concentración de fosfolípidos en la fracción activa -agregados grandes- del surfactante y 
aumento de la concentración en la fracción inactiva -agregados pequeños-), un aumento 
de la ratio agregados pequeños/agregados grandes, peroxidación lipídica de los 
agregados grandes, disminución del contenido de la proteína B, C y A del surfactante (por 
Western Blot), y empeoramiento de las propiedades biofísicas del surfactante 
(empeoramiento de la adsorción interfacial de agregados grandes) (datos sin publicar). 
Nuestro grupo también ha demostrado la presencia de nitración de proteínas en tejido 
pulmonar de ratas sometidas a VILI, y ha observado la mejoría de la disfunción pulmonar 
y cardiovascular asociada al VILI tras tratamiento con MnTMPyP (un catalista de la 
descomposición de peroxinitrito, la principal especie nitrante en condiciones de 
inflamación), y 3AB (un inhibidor de la PARP, enzima activado por el peroxinitrito) 
revirtiendo los cambios en la reactividad vascular, indicando un papel del estrés 
nitroxidativo en la disfunción vascular asociada al VILI (102, 130).  
Asimismo, hemos desarrollado un modelo celular de DPA en el cual células alveolares 
humanas son sometidas a estiramiento cíclico durante 24 h. En este modelo hemos 
demostrado que se induce aumento del estrés oxidativo en células A549, documentado 
por liberación de aniones superóxido, disminución de la actividad superóxido dismutasa y 
aumento en las concentraciones de 8-isoprostano. Todos estos cambios fueron 
atenuados por el tratamiento con células madre de origen adiposo humano, lo que sugiere 
un efecto anti-oxidante de las células madre que protege de la lesión por estiramiento 
cíclico en células alveolares humanos (154). 
Por todo lo investigado por nuestro grupo previamente y planteándose nuevas hipótesis, 
en nuestro modelo ex vivo se analizó el papel del estrés nitroxidativo en el desarrollo del 
VILI, parte del cual es el contenido de la presente memoria.   
Es importante destacar que en los modelos in vivo la aplicación de VT elevados se asocia 
necesariamente con cambios cíclicos de la presión intratorácica que condicionan cambios 
en las condiciones de carga del corazón, e.g., una disminución de la precarga. Es, pues, 
posible que los cambios observados en la inflamación sistémica durante la aplicación de 




disminución de la precarga y secundariamente a la hipoperfusión, inflamación y disfunción 
en los órganos, más que a una inflamación generada en el pulmón. 
Para resolver este paradigma, en el presente proyecto se pretende demostrar que el 
pulmón genera inflamación en las condiciones de la preparación ex vivo, es decir, sin el 
efecto confusor de la disminución de la precarga y la hipotensión e hipoperfusión tisular 
consiguiente. En este contexto, ha resultado de extraordinario interés el desarrollo del 
presente modelo de VILI ex vivo, sometiendo a VM con VT elevado a una preparación 
aislada de corazón-pulmón, cuya descripción es el objeto de la presente tesis. 
 
 
4.4.  Disfunción vascular asociada al daño pulmonar 
inducido por la ventilación mecánica  
 
Independientemente de la gravedad del fallo respiratorio, la principal causa de mortalidad 
en el SDRA es el shock y el fallo multiorgánico más que la hipoxemia, como ya 
comentamos anteriormente (1-4). Las estrategias de ventilación protectora producen una 
disminución de la mortalidad, pero este descenso de la mortalidad en pacientes ventilados 
con VT bajo no se acompañaba de diferencias en el intercambio gaseoso respecto a los 
pacientes con VT elevado, sino de una menor duración del shock y el daño multiorgánico 
(4). 
En trabajos pioneros de nuestro grupo encontramos que la disfunción vascular asociada 
al daño pulmonar inducido por la VM se caracteriza por hipotensión, hiperpermeabilidad 
microvascular y disminución de la respuesta in vitro a estímulos vasoconstrictores y 
vasodilatadores (74, 111, 115). 
Se ha postulado que un aumento en el estrés oxidativo y nitrosativo, con  la formación de 
ROS y especies reactivas del nitrógeno (RNS), está implicado en la disfunción vascular 
inducida por la VM con VT elevado. En este sentido, en otros estudios nuestro equipo 
(102, 130) ha estudiado los mecanismos de la disfunción vascular asociada al daño 
pulmonar inducido por la VM en un modelo murino. Se ventilaron ratas con VT bajo (9 
ml/kg con PEEP de 5 cmH2O) o elevado (35 ml/kg sin PEEP) durante 60 minutos y 
posteriormente se estudió ex vivo la reactividad vascular en anillos de aorta obtenidos de 
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los animales ventilados. Tras incubar los anillos con diferentes atrapadores de radicales 
libres del oxígeno y de nitrógeno, como la Zn-Mn superóxido dismutasa (SOD), el tempol 
y la Mn(III) tetrakis (1-metil-4-piridil) porfirina (MnTMPyP), se analizó la curva dosis-
respuesta de relajación y contracción, a dosis crecientes de acetilcolina y norepinefrina, 
respectivamente. Los principales hallazgos fueron que la alteración en la respuesta 
vasoconstrictora y vasodilatadora inducida por la ventilación con VT elevado se corrige 
mediante la administración de atrapadores de radicales superóxido y peroxinitrito (tempol 
y MnTMPyP). Por otro lado, anillos vasculares de animales ventilados con VT elevado 
mostraron fluorescencia positiva para anión superóxido y peroxinitrito, lo que sugiere la 
importancia de estos radicales en la fisiopatología de la  disfunción vascular inducida por 
la VM con VT elevado. 
En el presente proyecto se pretende demostrar que la VM con volumen corriente elevado 
induce lesión pulmonar y daño de órganos a distancia, en concreto disfunción vascular 
caracterizada por una alteración en la relajación y contracción vascular. Al tratarse de un 
modelo ex vivo, en el que se ventila y se perfunde el pulmón, incubando posteriormente 
las aortas de otros animales previamente sanos con el líquido de perfusión que ha 
circulado por el pulmón sometido a VM con VT elevado, se demostraría que son los 
mediadores producidos por el pulmón, que pasan a la circulación sistémica, los 
responsables de las alteraciones vasculares. 
Resumiendo la introducción de la presente tesis, el SDRA consiste en una alteración 
aguda y grave de la estructura y función pulmonares, secundaria a un daño inflamatorio 
agudo. Como resultado de la lesión epitelial y endotelial se produce edema intersticial y 
alveolar que, junto con la depleción del surfactante y formación de membranas hialinas 
(13), empeora las propiedades  mecánicas del pulmón y dificulta el intercambio gaseoso. 
El DPA/SDRA es prevalente en enfermos críticos. Su forma de presentación como 
complicación de otras entidades graves (sepsis, neumonía, traumatismos, etc.), así como 
la ausencia de un tratamiento eficaz, le confieren unas características peculiares, como 
son complejidad en el manejo, alta mortalidad y elevado consumo de recursos (98).  
El principal tratamiento de estos pacientes es la VM. Aunque este tratamiento (la VM) 




determinadas estrategias de VM pueden agravar e incluso producir DPA/SDRA (66). 
Estudios en animales han demostrado que el uso de VT elevados produce estiramiento 
tisular, induciendo una respuesta inflamatoria por un mecanismo de mecano-transducción 
(80). Este fenómeno biológico consiste en el desarrollo de una respuesta inflamatoria 
pulmonar (biotrauma) y la liberación de mediadores inflamatorios desde el tejido pulmonar 
dañado (156). Este complejo proceso fisiopatológico conduce al desarrollo de DPA/DRA 
(130, 157). Las lesiones pulmonares observadas en el VILI son indistinguibles de aquellas 
que sufren los pacientes de SDRA.  
El pulmón dañado por la inflamación tisular característica del VILI inicia o contribuye a 
mantener la respuesta inflamatoria sistémica, liberando mediadores inflamatorios a la 
circulación que pueden inducir disfunción multiorgánica. Este hecho explicaría porqué la 
mayoría de los pacientes con DPA/SDRA no fallecen en situación de hipoxemia refractaria 
(2, 3), sino en situación de disfunción multiorgánica (1). 
A pesar de los cambios observados en la práctica clínica como resultado de la 
investigación desarrollada en las últimas décadas, cuya consecuencia ha sido una 
reducción de los volúmenes tidal utilizados en la VM en pacientes con SDRA, nuestro 
grupo ha demostrado recientemente que el desenlace clínico de los pacientes sometidos 
a VM no ha mejorado significativamente (35). La VM además se puede asociar en 
pacientes con DPA/SDRA, aun cuando se utilicen VT bajos, con daño pulmonar debido a 
la heterogeneidad de la presión en vía aérea en los pulmones de estos pacientes.  
Por lo tanto, el estudio de los mecanismos responsables del DPA/SDRA sigue siendo uno 
de los objetivos prioritarios para nuestro grupo de investigación pues el mecanismo 
fundamental por el que se inicia y propaga el daño pulmonar aún no ha sido desvelado 
completamente.  
Estudios en humanos nos han permitido conocer información descriptiva. Sin embargo, no 
es con frecuencia factible probar en humanos las hipótesis planteadas debido a la 
dificultad del diseño experimental en general en humanos. Los modelos animales nos 
proporcionan, pues, un medio para evaluar hipótesis sobre la patogénesis, la 
fisiopatología y el efecto de tratamientos innovadores, directamente y de forma simple y 
rápida en organismos complejos y en sistemas vivos intactos.  
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El diseño de un modelo de VILI ex vivo es un paso esencial en el desarrollo de la 
investigación en VILI por nuestro grupo. En efecto, el modelo de VILI in vivo e in vitro ha 
originado interesantes descubrimientos en esta área, necesarios para el planteamiento de 
cuestiones abordadas por nuestro modelo ex vivo, como son los efectos de la ventilación 
mecánica sobre órganos no pulmonares, específicamente sobre la función vascular; el 
descubrimiento de biomarcadores de DPA; o el papel del estrés nitro-oxidativo en la 
disfunción pulmonar inducida por la ventilación mecánica.  
Es pues, pertinente, el desarrollo de un modelo ex vivo que reproduzca la condición 
clínica del VILI y permita estudiar los mecanismos de daño y disfunción del pulmón y otros 
órganos en el contexto de la ventilación mecánica. 
La finalidad última de la investigación con modelos experimentales (y, por tanto, la del 
presente proyecto) es mejorar la supervivencia de enfermos críticos que presentan daño 
pulmonar agudo o riesgo de desarrollarlo, muchos de ellos sometidos a VM. 





 El pulmón aislado sufre una lesión aguda inducida por ciertas estrategias
ventilatorias.
 El estiramiento tisular inducido por la ventilación mecánica se asocia con una
respuesta inflamatoria.
 La composición del líquido de perfusión determina la respuesta pulmonar al insulto
mecánico.
 El efluente del pulmón ventilado induce disfunción en otros órganos.
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2.  OBJETIVOS 
 Diseñar un modelo de daño pulmonar agudo en un sistema de ventilación de 
pulmón aislado. 
 Demostrar que el estiramiento pulmonar se asocia con una respuesta local 
inflamatoria. 
 Describir el efecto de la composición del líquido de perfusión (con o sin sangre 
autóloga) sobre la respuesta inflamatoria pulmonar.  
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1. METODOLOGÍA
1.1. Tipo de Estudio 
Se trata de un estudio prospectivo observacional y de intervención de naturaleza 
experimental que fue realizado en un modelo murino ex vivo de ventilación mecánica. 
1.2. Sujetos de Estudio 
Se emplearon 56 ratas macho Sprague-Dawley (SD) de 325-375 gramos de peso, lo que 
corresponde al peso de adultos jóvenes. Los animales procedían de cría propia del 
animalario de la Unidad de Investigación del Hospital Universitario de Getafe (Madrid) y 
fueron estabulados con estricto control de la temperatura (20-22ºC), humedad relativa 40-
60%, ciclo luz/oscuridad 12 h/12 h, con acceso a comida y agua ad libitum, y bajo control 
sanitario.  
Todos los experimentos se realizaron en la Unidad de Investigación del Hospital 
Universitario de Getafe. 
1.3. Preparación, Anestesía y Traqueostomía 
Los animales fueron extraídos de la jaula el día del experimento, recibiendo 
inmediatamente inducción anestésica mediante la administración de un bolo 
intraperitoneal (i.p.) de ketamina (50 mg/kg), diazepam (5 mg/kg) y fentanilo (0.01 mg/ml), 
siendo a continuación pesados y rasurados, y posicionados en decúbito supino sobre una 
placa quirúrgica. Mediante incisión vertical en la región cervical ventral, se localiza y se 
aisla la tráquea. Se realiza una traqueotomía en el segmento medio de la tráquea, la cual 
es canalizada con un angiocatéter Abocath 14G que se conecta con un adaptador al 
ventilador mecánico (vide infra) (158) (Fig. 4 y 5). 





Figura 4. Detalle del ventilador (158). 
 
Figura 5. Diagrama del ventilador (159). 
 
Posteriormente, se canaliza la arteria carótida para la administración de heparina y para 
exanguinación.  
Para la cateterización de la arteria se separan los músculos laterales del cuello hasta 
visualizar aislar de tejido circundante la arteria carótida mediante la ayuda de pinzas 
pequeñas, y se pasan dos fragmentos de seda 4/0, deslizando unas pinzas pequeñas 
curvas por debajo de la arteria, y aislando un fragmento y cortando el flujo de sangre.  
A continuación, se anuda uno de ellos en dirección cefálica y se sujeta con el mosquito 
tirando para mantener la arteria en tensión (Fig. 6). Se presenta el nudo dejándolo 
preparado para cuando se cánula la arteria. Manteniendo el flujo cortado con las pinzas, 
se hace una incisión transversal en la arteria con cuidado de mantener la continuidad. 
Con la ayuda de pinzas finas, se dilata la arteria y se introduce el catéter relleno de suero 
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heparinizado, conectándolo a la llave cerrada. Una vez en el interior vascular, se fija el 
catéter con la seda, haciendo un nudo sin cortar el flujo. Se mantiene hasta este momento 
el flujo de la arteria cortado con las pinzas para evitar pérdida de sangre. Una vez 
anudado, se retiran las pinzas y se hace avanzar el catéter ligeramente hacia el interior de 
la arteria, estrechando algo más el nudo y haciendo otro nudo para mejor fijación del 
catéter. Posteriormente, se lava la arteria con suero heparinizado. Para más seguridad, se 
fija de nuevo el catéter anudando con el fragmento proximal de seda (Fig. 7).  
Los animales recibieron heparina (100 UI/100 gr de peso) a través de la la arteria carótida 
izquierda y posteriormente exanguinados, conservando la sangre para su posterior 
utilización en los casos que procedía (vide infra).  
Figura 6. Aislamiento de la arteria carótida y de la tráquea. 





Figura 7. Canulación de la arteria carótida y traqueostomía. 
 
1.4. Laparotomía, Toracotomía y Montaje en la Cámara 
Pulmonar 
Seguidamente, se realiza una laparotomía media, y se retiran lateralmente las asas 
intestinales, cubriéndolas en caso necesario con gasas estériles empapadas en suero 
fisiológico. Posteriormente, se practica una toracotomía traccionando los hemitórax con 
retractores a la placa metálica quirúrgica para a continuación conectar el ventilador 
mecánico (VT 6 mL/kg, PEEP 5 cmH2O).  
Una vez se accede al corazón, se cateterizan la arteria pulmonar y la aurícula izquierda 
utilizando unas cánulas conectadas al circuito de perfusión. Para ello, se realizan 
incisiones en el tronco de la arteria pulmonar (para acceder a la arteria pulmonar), y en el 
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ventrículo izquierdo (para acceder a la aurícula), se insertan las cánulas y se aseguran 
con seda 4/0 (Fig. 8). 
 
 
Figura 8. Canulación de la arteria pulmonar y la aurícula izquierda. 
 
Los pulmones son perfundidos con 40 ml de una solución Krebs-Henseleit cuya 
composición es: NaCl 118 mM, KCl 4.7 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, CaCl2 2.5 
mM, NaHCO3  13.2 mM, BSA 2%, glucosa 0.1%, Hepes 0.3% 
Ambas cánulas se conectan a un circuito de circulación (Ultraterm 200, J.P. Selecta, 
Barcelona) a través del cual los pulmones son perfundidos con la solución de Krebs 
modificada con 4% de albúmina mantenida a 37º C y burbujeada con 5% CO2, 20% O2 
con balance de N2. Se añade  de ad libitum Antifoam SE-15 (ref A8582 de Sigma), una 
sustancia inerte que evita la formación de espuma, ya que la solución está continuamente 
burbujeada. 
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La velocidad de perfusión es de 4 ml/min. Seguidamente se extraen los pulmones y el 
corazón en bloque, y la pieza corazón-pulmón es montada en la cámara pulmonar, donde 
se mantiene a una temperatura de 37ºC con humedad. La extracción de los pulmones 





Figura 9. Aspecto final del pulmón ventilado y perfundido. 
 
Posteriormente se mide y se monitoriza de forma continua la presión en la arteria 
pulmonar (PAP) a través de un un catéter conectado a la cánula de la arteria pulmonar y 
un transductor de presión (Hewlett Packard, Model 66S, Geneva, Switzerland). De igual 
forma se registra la PEEP y PIP a través de otro transductor de presión conectado a la 
salida del tubo endotraqueal (Hewlett Packard, Model 66S, Geneva, Switzerland) a través 
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de la traqueostomía. Se registran estas medidas cada 30 min, desde T=0 hasta los 150 
min. 
1.5. Protocolo de Ventilación Mecánica 
Utilizamos un modelo de ventilación mecánica ex vivo en ratas a las que se extraen en 
bloque los pulmones y el corazón (Fig. 11). Los pulmones son ventilados con (i) una 
estrategia ventilatoria nociva que consiste en la administración de volúmenes tidal (VT) 
elevados, sin presión positiva al final de la espiración (positive endexpiratory pressure, 
PEEP); o bien (ii) una estrategia consistente en la administración de un VT bajo con PEEP 
(grupo control).  
Se utiliza un ventilador volumétrico de pistón de diseño local, amablemente cedido por los 
Drs. Farré y Navajas de la Universidad de Barcelona (158) (vide infra). Este ventilador 
mecánico fue diseñado en el Departamento de Biofísica y Bioingeniería de la Universidad 
de Barcelona (Fig.4). Se basa en un activador servocontrolado (HS-325HB, Hitec, Powdy, 
Calif., USA) que impulsa electrónicamente el pistón de una jeringa de vidrio convencional 
(5 ml, BD, Franklin Lakes, N.J., USA). La salida de la jeringa se conecta a diferentes 
válvulas que permiten suministrar al pulmón un volumen corriente determinado (Fig. 5). Es 
importante señalar que la conexión de la línea de espiración a un tubo cuyo extremo se 
encuentra sumergido en agua que permite la administración de PEEP. 





Figura 10. Modelo de ventilación mecánica ex vivo. Se aprecia la cámara de ventilación que 
contiene el bloque corazón-pulmón aislado. 
 
Para el diseño del modelo se compararon cambios en una serie de variables (vide infra) 
en el grupo sometido a VT bajo y el grupo sometido a VT elevado.  
Se desecharon las preparaciones que presentaban laceraciones en la superficie de los 
pulmones, PIP mayores de 20 cm H2O o PAP iguales o mayores de 14 mm Hg.  
Durante un tiempo de estabilización de 30 min las preparaciones fueron ventiladas como 
el grupo control (VT = 6 ml/kg + PEEP = +5 cm H2O). Tras el periodo de estabilización de 
30 min, las preparaciones fueron aleatorizadas para ser ventiladas con uno de los 
siguientes protocolos: 
1. VT bajo con PEEP (VT=6 mL/kg, PEEP=5 cmH2O) (n=7) 
2. VT alto sin PEEP (VT=25 mL/kg, PEEP=0 cmH2O) (n=7) 
El líquido de perfusión fue solución de Krebs (KS). 
De esta forma estudiamos los efectos que produce el uso de la ventilación mecánica con 
parámetros lesivos (VT elevado y ausencia de PEEP).  
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El comienzo del período de ventilación mecánica siguiendo la estrategia asignada por 
aleatorización a cada preparación se considera T=0 min. El momento de mediciones 
realizadas justo antes del inicio del período de ventilación mecánica según el protocolo 
asignado se indican como T=-5 min. 
Figura 11. Diagrama del protocolo experimental. Se simboliza con flecha amarilla los puntos de 
extracción de muestras a T=0 y T=150. 
Para describir el efecto de la composición del liquido de perfusión (con y sin elementos 
sanguíneos) se estudiaron dos grupos adicionales que fueron sometidos al mismo 
protocolo de ventilación mecánica que el descrito anteriormente, y cuyo líquido de 
perfusión fue solución de Krebs a la que se añaden elementos sanguíneos (sangre 
autóloga del mismo animal del cual proceden los pulmones en estudio) (KS+S). Los 
grupos fueron: 
1. VT bajo con PEEP (VT=6 mL/kg, PEEP=5 cmH2O) perfundidos con sangre autóloga (n=7)
2. VT alto sin PEEP (VT=25 mL/kg, PEEP=0 cmH2O) perfundidos con sangre autóloga (n=7)
La sangre se obtuvo mediante canalización de la arteria carótida izquierda y obtención de 
8-10 ml. Se añadió 8 ml de sangre al líquido de perfusión, extrayendo simultáneamente 
una cantidad equivalente de KS con el objeto de mantener constante el volumen total del 
líquido de perfusión, en unos 40 ml. 
De esta forma estudiamos los efectos de la sangre en el daño inducido por la ventilación 
mecánica con parámetros lesivos. 
En los 4 grupos de estudio se ventiló con aire ambiente, con frecuencia respiratoria de 60 
rpm y una relación I:E de 1:1.  
Cirugía Tiempo de 
estabilización 
 (VT bajo)  
Inicio del período de VM 
(VT asignado) 
Extracción de las muestras 
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Se midió la PAP a través de un transductor conectado a la rama arterial, que fue 
monitorizada de forma continua. De igual forma se midió la PIP a través de otro 
transductor conectado a la salida del tubo endotraqueal.  
La duración de la ventilación fue de 150 min (Fig. 12). 
En los grupos ventilados con elevado VT elevado se aumentó el espacio muerto para 
mantener una PCO2 en el líquido de perfusión similar a la del grupo control (ya calculado 
en experimentos previos). 
 
1.6. Elementos del Sistema de Ventilación Ex Vivo 
El modelo de pulmón aislado ventilado y perfundido ex vivo consta de varios elementos 
(Fig. 10): 
 Un respirador (1) (158) conectado con la cánula de traqueostomía. Entre la 
conexión a la traqueostomía y las tubuladuras se coloca un sensor de presión (2) 
que monitoriza la  presión en la vía aérea (PIP). 
 Un calentador (3) (Ultraterm®), que mantiene la temperatura y humedad 
necesarias en la cámara pulmonar y el líquido de perfusión.  
 Una bala de gases (4), que contiene un 5% de CO2 y 20% de O2, con balance de 
nitrógeno, para burbujear el líquido de perfusión para mantener el pH adecuado.  
 Una bomba de perfusión (5) (ISMATEC®), para recircular el líquido de perfusión. 
 Plataforma con un reservorio que contiene el líquido de perfusión (6).  
 Cámara pulmonar (7) donde se sitúa el bloque pulmón-corazón. En la parte 
superior tiene una conexión a la traqueostomía y el respirador. En el interior tiene 2 
tubos, uno proximal, que se conecta a la cánula de la arteria pulmonar (8), y uno 
distal, que se conecta a la cánula de la aurícula izquierda (9). 
 Monitor (10) (Hewlett Packard® Modelo 66S), en el que se registra la  presión de la 
arteria pulmonar (11). 
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Figura 12. Esquema general del sistema de ventilación y perfusión de pulmón ex vivo, con cada uno 
de sus componentes. 
1.7. Obtención de Muestras 
Al principio (T=-5 min) y al final (T=150 min) del período de ventilación mecánica  se 
extrajo líquido de perfusión del reservorio para el análisis de los gases (pH, PCO2, PO2, 
CO3H) y determinación de la concentración de lactato.  
Al final del periodo de ventilación mecánica: 
1. Se realiza un LBA con 10 ml de suero salino 0,9% con el fin de obtener fluido para
estudio bioquímico (valoración de los enzimas indicativos de daño pulmonar, como son 
ALT, AST, LDH, y determinación de la concentración de proteínas totales).  
2. Se conservaron fragmentos del pulmón derecho a -80ºC para el estudio de la respuesta
inflamatoria. 
3. El pulmón izquierdo se expandió mediante la administración endobronquial de 5 ml de
formol, para conservación posterior en formaldehído al 10% (7-9 ml) para (i) análisis 
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histológico; y (ii) análisis del estrés nitro-oxidativo por inmunofluorescencia. Los protocolos 
se describen a continuación. 
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2. VARIABLES DE ESTUDIO
2.1. Valoración del daño pulmonar inducido por la 
ventilación mecánica 
2.1.1. Propiedades mecánicas: presión en la vía aérea 
Las propiedades mecánicas del pulmón se evaluaron mediante la medición de la presión 
pico en la vía aérea (PIP) a través de un transductor conectado a la salida del tubo 
endotraqueal. Las mediciones se realizaron a T=-5 min, T=0 min, y cada 30 min hasta 
T=150 min. Se midió así mismo la presión arterial pulmonar (PAP). 
2.1.2. Estructura del pulmón: estudio histológico 
Se procedió a la tinción hematoxilina-eosina según protocolo habitual, para observación a 
microscopía óptica. Se evaluó el grado de daño histológico de acuerdo con scores 
previamente publicados (17-19, 74, 115) (vide infra). 
2.1.3. Permeabilidad alveolo-capilar 
La permeabilidad alveolo-capilar se valoró mediante la determinación de la concentración 
de proteínas en el fluido de LBA, así como del cociente en la actividad de diferentes 
enzimas (vide infra) entre el fluido del LBA y el líquido de perfusión (Integra 700, Roche 
Diagnostics, Basilea Suiza). 
2.1.4. Daño celular pulmonar 
Se midió la actividad de enzimas indicativos de daño pulmonar (ALT, AST y LDH) tanto en 
el fluido del LBA como en el líquido de perfusión (Integra 700, Roche Diagnostics, Basilea 
Suiza). 




2.1.5. Cambios en el equilibro ácido-base 
Se determinaron los gases y el equilibrio ácido-base (pH, PCO2, PO2, CO3H), así como la 
concentración de lactato en el líquido de perfusión (Gem Premier 3000, IL Instrumentation 
Laboratory, Barcelona, Spain). 
 
2.1.6. Respuesta inflamatoria 
La respuesta inflamatoria se midió en muestras de tejido pulmonar mediante (i) la 
determinación de la concentración de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias; (ii) 
la medición de la expresión génica de esas proteínas. 
 
2.1.7. Concentración de citoquinas 
Se determinó la concentración de las citoquinas IL-6, IL-10, MIP-2, IL1β mediante la 
técnica Luminex y MCP1 mediante la técnica Elisa. 
 
2.1.8. Expresión génica 
Se cuantificó en el tejido pulmonar la expresión relativa de diferentes genes (IL-6, IL-10, 
MCP-1, MIP-2, TNFα) mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). Se procedió al aislamiento del ARN total y 
posteriormente se obtuvo del ADNc (ADN complemetario) mediante la reacción de la 
transcriptasa inversa (RT) según especificaciones del fabricante. 
 
2.1.9. Estrés nitrosativo 
El estrés nitrosativo se midió mediante (i) la determinación de proteína nitradas (Western 
blot); (ii) la detección de la presencia de residuos de nitro-tirosina. 
 
2.1.10. Estrés oxidativo 
Se analizó la presencia de radicales libres del oxígeno por fluorescencia para la detección 
de los aniones superóxido (fluorescencia a dihidroetidio). 
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2.1.11. Efecto del daño pulmonar en la función de otros órganos 
Se incubaron en un baño de órganos anillos de aorta torácica normales (procedentes de 
ratas adultas macho SD sanas) con el líquido de perfusión procedente de pulmones 
ventilados en diferentes condiciones (VT elevado o VT bajo, perfundidos con KS o con 
KS+S).  
En un bioensayo se midió en un miógrafo la tensión isométrica generada por los vasos 
durante la administración de dosis crecientes de noradrenalina (función contráctil) o 
acetilcolina (función endotelial). 
Material y Métodos 
64 
 
3. TÉCNICAS DE ESTUDIO 
3.1. Histología pulmonar  
Se tomaron tres fragmentos del pulmón izquierdo para su análisis histológico: una 
procedente de una sección de corte a nivel del hilio pulmonar, otra inmediatamente por 
encima y otra inmediatamente por debajo. Cada una de ellas fue cortada en secciones de 
5 μm y teñida con hematoxilina-eosina.  
Se analizaron diez campos de cada sección mediante microscopio óptico usando lentes 
de 40x. 
Para cuantificar el daño pulmonar se empleó un índice basado en los trabajos de 
Muscedere y Copland (18, 19) que ha sido utilizado en trabajos previos de nuestro grupo 
(17, 74, 115). Este índice se basa en el hallazgo de infiltrado inflamatorio, necrosis de 
neumocitos tipo I y formación de membranas hialinas. En cada campo se asigna una 
puntuación: 0 (no existen membranas); 1 (se observa una membrana); 2 (se observan dos 
membranas); 3 (se observan más de dos membranas). La media de los valores asignados  
los diferentes campos es la puntuación final.  
Este análisis fue realizado de manera ciega por dos anatomopatólogos del servicio de 
Anatomía Patológica del Hospital Universitario de Getafe. 
 
3.2. Concentración de citoquinas 
En primer lugar se realizó una homogeneización del tejido pulmonar utilizando el mismo 
sistema que para la expresión génica mediante un buffer de lisis proteico T-Per (Pierce, 
Illinois, USA). Se cuantificó la proteína total de cada muestra mediante el método del BCA 
(ácido bicistrónico) (Pierce, Illinois, USA). 
Las citoquinas IL-6, IL-10, MIP-2, IL1β, se determinaron mediante la tecnología Luminex 
según recomendaciones del fabricante (RyD Systems, MN, USA). 
La citoquina MCP-1 se determinó mediante ELISA (Quantikine, RyD Systems, MN, USA) 
según las recomendaciones del fabricante.  
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Los resultados de la concentración  de citoquinas fueron normalizados de acuerdo con los 
niveles de proteína total de cada una de las muestras. 
3.3. Expresión génica 
Se utilizó un sistema de PCR a tiempo real para la detección de ARNm de diferentes 
genes. En primer lugar, se realizó el triturado y homogeneización del tejido pulmonar con 
el buffer de lisis RLT (Qiagen, Hilden, Germany) y la utilización del sistema MagNA Lyser 
Green Beads (Roche, Barcelona, España). El extracto tisular se procesó para la 
extracción del ARN total utilizando el kit RNeasy mini Kit (Qiagen, Hilden Germany) según 
las recomendaciones del fabricante. La cantidad y calidad del ARN se determinaron 
mediante espectrofotometria a A260 y el cociente 260/A280 respectivamente en un 
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc, Wilmington, DE). 
Posteriormente se realizó la reacción de la transcripción reversa de 1 ug de ARN total con 
el kit high-Capacity cDNA reverse transcriptional Kit (LifeThecnologies, Carlsbad, CA, 
USA) según las recomendaciones del fabricante. La PCR en tiempo real (vide infra) se 
llevó a cabo en una Applied Biosystems 7500 Fast Real Time PCR System 
(LifeThecnologies, Carlsbad, CA, USA). Se utilizaron ensayos TaqMan específicos para 
IL-6, IL10, MIP-2, TNFα, MCP-1, (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Los ensayos de 
espresión génica TaqMan assays están diseñados para la detección y cuantificación de 
secuencias específicas de ácidos nucleicos, mediante la utilización de primers y sonda 
TaqMan marcada con el fluoróforo FAM para el gen a estudiar. El ensayo estudia esta 
sonda fluorogénica que consiste en un oligonucleótido que lleva unido una molécula 
reportera (FAM) en el extremo 5´y un quencher en el 3´. Cada muestra se realizó por 
triplicado y como gen normalizador se utilizó la expresión del 18S ribosomal. Los valores 
CT (Cycle threshold) se determinaron utilizando el software del equipo (SDS software of 
the 7500 Fast System (Versión 2.0.1) y los niveles relativos de expresión se obtuvieron 
mediante el método del “∆∆Ct” (159). 
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3.4. Estrés nitrosativo: Western blot de 3-nitrotirosina 
3.4.1. Extractos proteicos 
Para extraer el contenido proteico del tejido pulmonar se obtiene un fragmento de tejido 
pulmonar de 50 mg el cual se disgrega manualmente con un bisturí, al que se le añade 
400 ml de buffer de extracción de proteínas T-PER (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) 
junto con el cóctel de inhibidores de proteínas Compete Mini (Roche Diagnostic, 
Mannheim, Germany) y se introduce en tubos MAgNA Lyser Green Beeds (Roche 
Diagnostic, Mannheim, Germany). A continuación, los tubos se centrifugan a 7000 r.p.m 
durante 30 segundos repitiéndolo tres veces en el MagNA Lyser (Roche Diagnostic, 
Mannheim, Germany). Los extractos proteicos obtenidos se recogen y se congelan a      
-80ºC hasta su utilización. La cantidad de proteína de estos extractos se cuantifica 
mediante el kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). 
3.4.2. Western Blot 
La técnica de Western Blot se utilizó para cuantificar la cantidad de 3-nitrotirosina. Tras la 
obtención de los extractos proteicos pulmonares y la cuantificación de las proteínas, estos 
extractos se disolvieron en un tampón de carga que contenía Tris (25 mM), dodecilsulfato 
sódico (SDS 2%), glicerol (5%), β-mercaptoetanol (1%) y azul de bromofenol (0,025%). A 
continuación, se cargó una cantidad similar de proteínas pulmonares en cada carril, 10 
μg, tras lo cual las proteínas se separaron en un gel de poliacrilamida al 8% en 
condiciones desnaturalizantes con SDS (SDS-PAGE) a 180 V y 120 mA. Posteriormente, 
las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Thermo Scientific, 
Rockford, IL, USA) de 45 mm de diámetro de poro durante 2 horas a 250 V y 340 mA.  
Después de la transferencia de las membranas, éstas se bloquearon durante 2 horas y a 
temperatura ambiente en una solución de bloqueo que contenía Tris pH 7,5 (1 M), 
monolaurato de polioxietilensorbitan (Tween 20) al 10%, cloruro sódico (3 M) y leche 
desnatada al 5 % para evitar uniones inespecíficas. A continuación, las membranas se 
incubaron con el anticuerpo policlonal anti-3-nitrotirosina (dilución: 1/100; Chemicon 
International, USA) toda la noche a 4ºC. Tras varios lavados con una solución que 
contenía Tris pH 7,5, Tween 20 al 10% y cloruro sódico (3M), las membranas se 
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incubaron con un anticuerpo secundario a una dilución 1/10.000 durante 45 minutos a 
temperatura ambiente. Las bandas inmunoreactivas resultantes se visualizaron mediante 
quimioluminiscencia tras incubar las membranas con la mezcla de reactivos comerciales 
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Rockford, IL, 
USA) durante 5 minutos, tiempo tras el cual las membranas se analizaron en un aparato 
de toma de imágenes MultiImageTM Light Cabinet Filter Positions y se analizó con el 
programa AlphaFaseFC (Fluor Chem) ambos de Alpha Innotech Corporation (San 
Leandro, CA, USA). El análisis densitométrico es representativo de la media de los 
resultados de varios individuos para cada grupo de tratamientos.  
3.4.3. Inmunofluorescencia indirecta a 3-nitrotirosina 
Las secciones de pulmón se desparafinaron mediante el paso por xilol, diferentes 
alcoholes y agua, tras lo cual se sumergieron en tampón citrato a pH=6 y mediante golpes 
de calor con microondas se produjo el desenmascaramiento de los epítopes.  
Después se bloquearon con albúmina de suero bovino al 5% (BSA) y 0.1% de Tritón X-
100 en PBS durante 2 horas 37ºC; tras lo cual, las secciones se incubaron toda la noche 
a 4ºC con el anticuerpo policlonal anti-nitrotirosina (dilución: 1/100; Chemicon 
International, USA).  
A continuación, las secciones se lavaron con PBS y 0.1 % Tritón X-100 y se incubaron 
con el anticuerpo secundario Alexa-Fluor 546 (dilución 1/250; Molecular Probes, Inc. USA) 
durante 45 minutos a 37ºC. Además, las secciones se incubaron con 4',6-diamindino-2-
fenilindol DAPI (300 nM) durante 5 minutos a 37 ºC para marcar los núcleos celulares (el 
DAPI se intercala entre las bases del ADN produciendo fluorescencia azul). Después, se 
hicieron varios lavados con PBS y las secciones fueron montadas y visualizadas al 
microscopio de fluorescencia. La especificidad de la técnica de inmunoflorescencia fue 
evaluada por la supresión del anticuerpo primario.  
3.4.4. Estrés oxidativo: fluorescencia a DHE 
Las muestras de tejido pulmonar se fijaron en paraformaldehido al 4% en tampón fosfato 
salino (PBS) (2 M, pH 7.36). A continuación, se parafinaron y se cortaron en secciones 
transversales de 8 mm los pulmones. Las secciones se desparafinaron mediante el paso 
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por xilol, diferentes alcoholes y agua. Las secciones fueron entonces incubadas 90 
minutos a 37ºC con la sonda fluorescente de dihidroetidio (DHE, 4 mmol/l; Calbiochem, 
Darmstadt, Alemania). En presencia de los aniones superóxido, el DHE es oxidado a 
etidio, el cual se intercala con el ADN, y produce una fluorescencia roja intensa.  Además, 
las secciones fueron incubadas con 4',6-diamindino-2-fenilindol (DAPI) (300 nM) durante 5 
minutos a 37ºC. Finalmente, después de varios lavados en PBS con 0.1 % Tritón X-100, 
las secciones fueron montadas y visualizadas al microscopio de fluorescencia (Olympus 
BX51, Japan). 
 
3.4.5. Estudio de la función vascular 
Con el fin de demostrar que el daño sistémico tiene como origen la lesión inflamatoria 
pulmonar, se comparó el efecto de ambas estrategias ventilatorias (VT bajo y VT elevado) 
sobre la función vascular. Para ello se realizó un bioensayo para demostrar que la 
liberación de sustancias desde los pulmones dañados induce daño en órganos a 
distancia, en concreto en el sistema vascular. Con ese fin, en un modelo de función 
vascular in vitro se incubaron anillos de aorta procedentes de ratas sanas con la solución 
de perfusión procedente de pulmones ventilados con VT bajo o VT elevado, y se estudió la 
respuesta de dichos anillos a la administración de sustancias vasodilatadoras y 
vasoconstrictoras. 
En primer lugar se aplicó el protocolo de VM ex vivo descrito anteriormente en ratas 
macho SD, cuyos pulmones fueron ventilados con VT bajo (n=7) o VT alto (n=7). Al igual 
que en el objetivo 1 y 2, estas ratas fueron anestesiadas, exanguinadas, se les extrajo el 
bloque corazón-pulmón que posteriormente se montó en el sistema y se le conectó al 
ventilador con la estrategia ventilatoria correspondiente y fueron perfundidas durante 150 
minutos. Tras la realización del experimento se recuperó el líquido de perfusión que 
posteriormente fue utilizado en el bioensayo.  
Los anillos vasculares se obtuvieron de ratas normales de la misma procedencia que las 
ratas utilizadas para la extracción de la pieza corazón-pulmón y posterior ventilación ex 
vivo. De forma análoga, se procedió tras la anestesia a una toracotomía, y extracción de 
la aorta torácica. La estructura vascular se introduce en una placa Petri con solución 
Krebs-Henseleit a 4ºC y se limpia del tejido conectivo adherido (Fig.13). Posteriormente 
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se corta en anillos de aproximadamente 5 mm de longitud que son montados en un baño 




Figura 13. Detalle de la limpieza y corte de la aorta torácica de la rata para la valoración de la función 
vascular ex vivo. 
 
En cada experimento de función vascular ex vivo se testaron ocho anillos procedentes de 
la misma rata (Fig. 14):  
 Dos anillos controles para el grupo procedente del experimento de ventilación 
mecánica (VT bajo o elevado) durante 30 minutos (para comprobar el 
funcionamiento de cada arteria). Estos anillos control fueron incubados con líquido 
de perfusión no utilizado en el experimento y que, por tanto, que no ha pasado por 
el pulmón. 
 Dos anillos problema incubados con el líquido de perfusión procedente del 
experimento de ventilación mecánica (VT bajo o elevado) durante 30 minutos. 
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 Dos anillos controles para el grupo procedente del experimento de ventilación 
mecánica (VT bajo o elevado) durante 60 minutos (para comprobar el 
funcionamiento de cada arteria). Estos anillos control fueron incubados con líquido 
de perfusión no utilizado en el experimento y que, por tanto, que no ha pasado por 
el pulmón. 
 Dos anillos problema incubados con el líquido de perfusión procedente del 
experimento de ventilación mecánica (VT bajo o elevado) durante 60 minutos. 
 Este protocolo fue repetido, en aortas diferentes, y cada uno de los grupos VT bajo 
o elevado se estudió o la vasodilatación o la vasoconstricción (Vide infra). 
 
 
Figura 14. Esquema del protocolo del estudio de función vascular in vitro. 
 
Los 8 anillos se montaron en 8 baños de órganos donde se mantuvieron a 37ºC, 
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los anillos fueron ubicados al azar en los baños y el técnico encargado de analizar las 
respuestas vasculares desconocía la estrategia ventilatoria utilizada en cada grupo.  
Para evaluar la tensión isométrica, los anillos fueron montados en el baño de órganos 
entre dos soportes de alambre de acero inoxidable (Fig.15), uno de ellos fijo unido al baño 
de órganos y el otro conectado a un transductor de fuerza isométrica. La señal del 
transductor fue amplificada por un sistema  BIOPAC (BIOPAC ® Systems, Inc, Santa 
Bárbara, California) y registrada usando el software Acqknowledge® (Fig. 16). Se aplicó 
una tensión isométrica en cada anillo vascular de 1,5 g con el fin de calibrar el sistema y 
se  estabilizaron durante 60 min. Posteriormente la integridad funcional de los vasos se 
evaluó exponiendo cada anillo a un pulso de potasio 75 mM durante 2 minutos. 
Posteriormente se lavaron las arterias cuatro veces con KS para eliminar el efecto 
producido por el K+ y fueron dejadas en reposo hasta que volvieran a la línea base (30-60 
minutos) antes de comenzar el experimento. 
Figura 15. Detalle de un anillo montado en el baño de órganos. Se observa un anillo de aorta 
montado entre dos soportes de alambre de acero inoxidable. 
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Figura 16. Detalle del registro Acqknowledge®. 
Tras el periodo de lavado y una vez alcanzada la meseta, los anillos vasculares fueron 
incubados 30 minutos (n=3 pocillos) ó 60 minutos (n=3 pocillos) con el líquido de 
perfusión problema procedente de los pulmones ventilados con VT bajo o VT elevado. 
Pasados los 30 minutos o 60 minutos, se procedió a realizar las curvas de relajación o 
contracción (Fig. 17). 
3.4.6. Estudio de la relajación 
Se utilizó la acetilcolina (Ach) como vasodilatador, para estudiar la función endotelial de 
los vasos. Para ello, los anillos fueron contraídos previamente con noradrenalina (NA). 
Una vez estabilizada la contracción, se administró en el baño dosis crecientes de Ach (de 
10-9 M a 10-5 M). Los datos se representan en una curva dosis-respuesta y se expresan 
como el porcentaje de contracción residual en relación a la contracción máxima alcanzada 
con NA. 
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3.4.7. Estudio de la contracción 
Se utilizó la NA, un vasoconstrictor alfa adrenérgico, para el estudio de la función 
muscular de los vasos. Para ello, se administró en el baño concentraciones crecientes de 
NA (de 10-9 M a 10-5 M), obteniéndose una curva dosis-respuesta. Los datos se 
presentarán como el porcentaje de la contracción máxima alcanzada con el pulso de 
potasio. 
Cada anillo fue usado únicamente una vez (una curva por anillo). La Ach y la NA fueron 
elegidas como sustancias vasoactivas, para testar, respectivamente, la función endotelial 







Estudio de reactividad vascular 
in vitro 
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Figura 17. Representación esquemática del estudio de reactividad vascular in vitro. A) 
Representación gráfica del baño de órganos para el estudio de la reactividad vascular in vitro en aorta. 
B) Representación gráfica de las curvas dosis - respuesta a acetilcolina (Ach) y noradrenalina (NA)
representadas en los dos dibujos inferiores. 
Las dosis y tiempos de incubación de estas drogas se eligieron basándose en estudios 
previos de sus efectos en diferentes modelos (160, 161). 
Ach (Sigma, St. Louis, Mo) se disuelve en agua destilada y NA se disuelve en solución 
salina (NaCl 0.9% / ácido ascórbico, 0.01% wt/vol). 
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4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Las medias fueron comparadas mediante el test de la t de Student, con la corrección de 
Bonferroni para múltiples comparaciones en los casos en que está indicada. La respuesta 
vascular en las diferentes condiciones se comparó mediante un ANOVA para medidas 
repetidas y análisis multivariante para determinar la significación estadística de la 
diferencia entre los diferentes grupos.  
En los casos en que la situación basal de una variable era muy diferente entre los grupos 
(e. g., la PIP, al aumentar el VT, es muy diferente en los grupos sometidos a VT bajo que 
VT elevado), se comparó entre los diferentes grupos el delta (cambio) desde la situación 
basal (T=0 min) y la situación final (T=150 min). 
Para una mejor compresión se ha dividido el análisis en: (i) comparación de los grupos VT 
bajo y VT elevado (ambos perfundidos con KS), con el objeto de definir los efectos de la 
ventilación mecánica con VT elevado; (ii) comparación de los 4 grupos (VT bajo y VT 
elevado, perfundidos con KS o con KS+S), con el objeto de demostrar el efecto de la 
composición del líquido de perfusión (KS versus KS+S) en los cambios inducidos por la 
ventilación mecánica con VT elevado. 
Se usó el paquete estadístico SPSS.15 para el análisis de los datos. 
Los datos se expresan como media ± error estándar de la media. 
En todos los casos se consideró significativo un valor de p < 0.05. 
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5. CONSIDERACIONES ÉTICAS 
El proyecto ha sido aprobado por el Comité de Investigación del Hospital Universitario de 
Getafe.  
Los experimentos fueron llevados a cabo siguiendo los principios del animal de laboratorio 
(2010/63/EU 22-09, RD 53/2013 BOE 1-02, Ley 32/2007 BOE 7-11, España) y las guías 
de nuestro centro, garantizando el confort de los animales durante todas las fases del 
experimento.  
Se ha trabajado bajo la tutela de personal de laboratorio con acreditación C para el 
manejo de animales. 





6. RESULTADOS DEL OBJETIVO 1:
DEMOSTRAR QUE LA VENTILACIÓN CON VT 
ELEVADO DEL PULMÓN AISLADO SE ASOCIA 
CON DAÑO PULMONAR AGUDO 
En este apartado se analizó la respuesta de varios aspectos de la estructura y función 
pulmonares a la ventilación con VT bajo (VT=6 mL/kg + PEEP=5 cm H2O) o VT elevado 
(VT=25 mL/kg + PEEP=0 cm H2O).  
6.1. Resumen de los resultados del Objetivo 1 
Los resultados correspondientes al objetivo 1 indican que los pulmones sometidos a VM 
con parámetros lesivos desarrollaron a lo largo del experimento daño y disfunción 
pulmonares. 
Los pulmones del grupo sometido a VT elevado presentaron, en comparación con el grupo 
sometido a VT bajo: 
 Deterioro de la mecánica respiratoria, caracterizado por un aumento a lo largo del
tiempo de la PIP.
 Formación de membranas hialinas (DAD), identificadas mediante observación
microscópica.
 Aumento de la concentración de proteínas totales en el LBA.
 Aumento de la actividad de ALT, AST y LDH en LBA.
Estos cambios indican que la VM ex vivo utilizando VT elevado induce tanto daño 
(deterioro de las propiedades mecánicas, cambios histológicos indicativos de DAD, 
daño celular) como disfunción pulmonar (hiperpermeabilidad alveolocapilar). Los 
cambios inducidos por la VM sugieren el desarrollo de edema pulmonar por 






6.2. Mecánica respiratoria: cambios en la PIP 
 
Con el fin de determinar las variaciones producidas en la mecánica pulmonar se 
analizaron los cambios en la PIP durante el tiempo de VM. 
Los pulmones sometidos a VT elevado presentaron, en comparación con el grupo VT bajo, 
aumento de la PIP a lo largo del tiempo de observación de 2,5h (Fig 18A). 
A tiempo basal (T=-5 min) ambos grupos mostraron el mismo valor de PIP, ya que fueron 
ventilados con la misma estrategia ventilatoria (VT=6 mL/kg + PEEP=5 cmH2O) antes del 
comienzo del período de VM con la estrategia asignada mediante aleatorización. 
El aumento inicial de la PIP en T=0 min en el grupo sometido a VT elevado se debe al 
cambio de VT desde 6 ml/kg hasta 25 ml/kg en ese grupo (VT elevado), mientras que el 
grupo sometido a VT bajo continuó siendo ventilado con VT=6 ml/kg, por lo que la PIP no 
cambió desde T=-5 min hasta T=0 min. 
Manteniéndose esta maniobra de ventilación, los pulmones ventilados con VT bajo 
mostraron a lo largo del experimento un valor de PIP similar al valor de T=0 min). Sin 
embargo, en los pulmones sometidos a una ventilación con VT elevado se observó un 
aumento progresivo y significativo de la PIP (p<0,0001 para la comparación del cambio de 
PIP en el tiempo entre el grupo VT bajo y el grupo VT elevado, desde T=0 min hasta 
T=150 min). 
Este cambio en la PIP asociado al uso de VT elevado indica una alteración de las 
propiedades mecánicas del pulmón.  
La PAP no cambió a lo largo del tiempo en ninguno de los grupos (p=0,30 para la 
comparación del cambio de la PAP en el grupo VT bajo y en el grupo VT elevado) (Fig. 
18B). 
Estos cambios en la PIP indican que la VM ex vivo utilizando VT elevado induce un 
deterioro de las propiedades mecánicas del pulmón probablemente en el contexto 
de desarrollo de edema pulmonar. 
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Figura 18. A) Cambios en la PIP inducidos por la VM. Evolución de la PIP T=-5 min hasta T=150 min en 
pulmones ventilados ex vivo con VT alto (cuadrados) o bajo (círculos). Los pulmones sometidos a VT 
elevado presentaron a lo largo del tiempo una elevación de la PIP, como manifestación de cambios en la 
estructura pulmonar y posiblemente formación de edema pulmonar. Los valores son media±EEM. Las 
barras de error no se visualizan porque quedan incluídos dentro del símbolo (*) p<0,05 para la evolución en 





6.3. Estructura del pulmón: estudio histológico 
Con el objeto de examinar los cambios estructurales inducidos por la VM se analizaron 
mediante microscopía óptica (MO) las alteraciones histológicas de pulmones sometidos a 
VT bajo o VT elevado, utilizando un score predefinido. 
Los pulmones del grupo sometido a VT elevado presentaron en el examen histológico, en 
comparación con el grupo sometido a VT bajo, un mayor score de daño pulmonar tras 
2,5h de VM (p<0,0001) (Fig. 19, 20). 
En el examen histológico se encontraron cambios indicativos de DAD (Fig. 20).  
La VM utilizando VT elevado induce, por tanto, cambios histológicos característicos 
de DAD (como son, p. ej., la formación de membranas hialinas). 
Figura 19. Daño pulmonar inducido por la VM. Efecto de VM con VT bajo y alto sobre el daño 
pulmonar valorado histológicamente por MO, de acuerdo con un score predefinido Muscedere y 
Copland (18, 19). Los pulmones sometidos a VT elevado presentaron una marcada elevación del score 
de daño pulmonar, mientras que los pulmones sometidos a VT bajo no presentaron daño histológico. 
Los valores son media±EEM. (*) p<0,05 versus VT bajo. 
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Figura 20. Cambios histológicos inducidos por la VM (HE, x20). La VM utilizando VT elevado se 
asoció con cambios histológicos característicos de DAD. Se aprecia la presencia de membranas 
hialinas (flechas negras) en la muestra de tejido pulmonar procedente de casos representativos 
sometidos a VT elevado (C, D), mientras que la apariencia microscópica de casos sometidos a VT bajo 
fue normal (A, B). 
6.4. Permeabilidad alveolo-capilar: concentración de 
proteínas totales en el LBA y en el líquido de perfusión 
Con el fin de determinar si la VM con VT elevado se asocia con un aumento de la 
permeabilidad alveolocapilar, se determinó la concentración de proteínas en el LBA y en 













Los pulmones del grupo VT elevado presentaron, en comparación con el grupo VT bajo, un 
aumento de la concentración de proteínas en el LBA (p=0,0005) sin cambios en la 
concentración en el líquido de perfusión (p=0.81), tras 2,5h de VM (Fig. 21, 22). 
Este aumento en la concentración de proteínas totales en el LBA asociado al uso de 
VT elevado y no acompañado de un cambio paralelo en el líquido de perfusión 
sugiere, por tanto, una alteración de la permeabilidad alveolocapilar del pulmón 
sometido a VM con VT elevado. 
Figura 21. Concentración de proteínas en el LBA. Efecto de la VM sobre la permeabilidad alveolo-
capilar valorada mediante la determinación de la concentración de proteínas en el LBA. LBA, lavado 
broncoalveolar. Los valores son media±EEM. (*) p<0,0 versus VT bajo. 
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Figura 22. Efecto de VM sobre la concentración de proteínas en el líquido de perfusión. La 
concentración de proteínas totales en el líquido de perfusión fue similar en el grupo sometido a VM con 
VT elevado y en el grupo sometido a VT bajo. Los valores son media±EEM. 
6.5. Daño celular: actividad de ALT, AST y LDH 
Con el fin de determinar el desarrollo de daño celular pulmonar inducido por la VM con VT 
elevado, se midió (en el LBA y en el líquido de perfusión) la actividad de varios enzimas 
presentes en el tejido pulmonar.  
El aumento de la actividad en el LBA indicará daño celular (epitelial) pulmonar. El 
aumento de la actividad en el líquido de perfusión y la consiguiente disminución de la ratio 
de la actividad LBA / líquido de perfusión indicará (puesto que en el líquido de perfusión 
no existen las mencionadas actividades enzimáticas) bien traslocación del enzima desde 
el espacio alveolar hacia el espacio intravascular por aumento de la permeabilidad 






Se analizó la actividad de ALT, AST y LDH en el LBA con el fin de determinar su  
actividad en el espacio alveolar. Los pulmones del grupo VT elevado presentaron una 
elevación significativa de la actividad de ALT (p=0,034), AST (p=0,0002) y  LDH 







Figura 23. Efecto de VM sobre parámetros de daño celular en el LBA. La actividad de ALT, AST y 
LDH en el LBA fue mayor en los pulmonares ventilados con VT elevado. LBA, lavado broncoalveolar. 
Los valores son media±EEM. (*) p<0,05 versus VT bajo. 
6.5.2. Líquido de perfusión 
También se analizó la actividad de ALT, AST y LDH en el líquido de perfusión. La 
actividad de ALT fue similar (p=0.21), mientras que la actividad de AST y LDH fue mayor 
(p=0,0001 y p=0,016, respectivamente) en el grupo VT elevado que en el grupo VT bajo 





Figura 24. Efecto de VM sobre la actividad de ALT, AST y LDH en el líquido de perfusión. La 
actividad de AST y LDH en el líquido de perfusión fue mayor en el grupo VT elevado en comparación 
con el grupo VT  bajo. Los valores son media±EEM. (*) p<0,05 versus VT bajo. 
6.5.3. Ratio LBA / líquido de perfusión 
Por último, se calculó la ratio de la actividad en el LBA y la actividad en el líquido de 
perfusión de las diferentes enzimas con el fin de determinar la integridad de la 
compartimentalización entre ambos espacios, alveolar y vascular (Fig. 25). 
La ratio de la actividad enzimática LBA/líquido de perfusión aumentó (p=0,02, p=0,09, 
respectivamente) para ALT, LDH, y disminuyó significativamente para AST (p=0,045). 
Aunque su interpretación resulta compleja, y será discutida en detalle en la sección 
correspondiente (ver Discusión), los resultados indican que la VM con VT elevado  se 







Figura 25.  Efecto de VM sobre la ratio LBA / líquido de perfusión de ALT, AST y LDH. Los valores 
son media±EEM. (*) p<0,05 versus VT bajo. 
 
6.5.4. Cambios en el equilibrio ácido-base 
Con el fin de determinar los cambios en el equilibrio ácido base y en la concentración de 
lactato, se realizaron mediciones de pH, pCO2, bicarbonato, exceso de bases y lactato. La 
demostración de condiciones constantes de pH es importante para la interpretación de los 
cambios en la expresión génica entre los diferentes grupos (que pudieran verse 
modulados por cambios en el pH más que por los cambios en las condiciones 
ventilatorias). 
En el contexto del modelo experimental (órgano aislado) y de las condiciones de 
oxigenación (administración de carbógeno en el baño del líquido de perfusión) no es de 
esperar que se encuentren cambios en la pO2. Los resultados tienen interés, sin embargo, 
para documentar la ausencia de cambios significativos en las condiciones del equilibrio 
ácido-base que pudieran contribuir a cambios en la expresión génica. 
El pH, pCO2, bicarbonato, exceso de bases y lactato no cambiaron entre los dos grupos 
(VT bajo y VT elevado) (Tabla 4). 
 
 VT bajo  VT elevado 
 Basal Final Basal Final 
pH 7,40±0,00 7,40±0,10 7,43±0,04 7,34±0,04 
pCO2 (mmHg)   23,6±1,1 22,6±1,2 23,9±1,0 22,0±1,5 
pO2 (mmHg) 164,1±1,6 161,9±2,3 165,4±3,7 167,7±5,4 
HCO3 (mmol) 15,7±1,7 13,4±1,5 16,1±1,4 12,2±1,4 
EB (mmol) -8,8±2,2 -11,9±2,4    -8,3±2 -13,5±2 
Hematocrito - 0,1±0 - 0,1±0 
Lactato (mM) 0,2±0,0 0,8±0,1 0,2±0,0 1,8±0,1 
Tabla 4. Efecto de la VM sobre el equilibrio ácido base. Ninguno de los cambios resultó significativo. 




7. RESULTADOS DEL OBJETIVO 2:
DEMOSTRAR QUE LA VENTILACIÓN CON VT 
ELEVADO SE ASOCIA CON UNA RESPUESTA 
INFLAMATORIA LOCAL 
En este apartado se analiza la respuesta inflamatoria utilizando tres abordajes: medición 
de la concentración de diferentes citoquinas, determinación de la expresión de diferentes 
genes implicados en la respuesta inflamatoria, medición de la nitración de proteínas y del 
estrés oxidativo (cambios considerados como parte de la respuesta inflamatoria), en 
pulmonares ventilados con VT bajo o VT elevado. 
7.1. Resumen de los resultados del objetivo 2 
Los pulmones de los animales del grupo VT elevado presentaron, en comparación con el 
grupo VT bajo:  
 Un aumento de la concentración IL-6 y (no alcanzando la significación estadística)
de la concentración de IL-10
 Una disminución (sin alcanzar la significación estadística) de la concentración de
MCP-1 y MIP-2. No se apreció cambios en la concentración de IL1β.
 La expresión génica aumentó para MCP1 y MIP-2, así como (sin alcanzar la
significación estadística) para IL-6, IL-10 y TNFα.
 La nitración de proteínas (indicativa de la formación de peroxinitrito) y el estrés
oxidativo no aumentaron en el grupo sometido a VM con VT elevado en
comparación con el grupo sometido a ventilación con VT bajo.
Estos resultados indican que la VM con VT elevado se asocia con cambios en la 
respuesta inflamatoria que implica tanto a proteínas y genes implicados en la 
respuesta pro- como anti-inflamatoria. 
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7.2. Inflamación pulmonar 
7.2.1. Concentración de Citoquinas 
Se determinó el grado de inflamación pulmonar mediante la medición de la concentración 
de diferentes citoquinas en el tejido pulmonar y de la expresión de genes implicados en la 
respuesta inflamatoria. 
Se apreció, al comparar el grupo VT elevado con VT bajo, una elevación de IL-6 (p=0,027) 
así como (sin alcanzar la significación estadística) una elevación de IL-10 (p=0,12), y una 
disminución de MCP-1 (p=0,059) y MIP-2 (p=0,14), sin cambios en la concentración de 
IL1β (p=0,91) (Fig. 26). 
Nuestro modelo de VM con VT elevado ex vivo se acompaña, por tanto, de una 
respuesta inflamatoria pulmonar que se puede documentar mediante la medición de 





Figura 26. Efecto de VM con VT bajo o VT alto sobre la concentración de citoquinas en el tejido 
pulmonar. Los valores son media±EEM. (*) p<0,05 versus VT bajo. 
7.2.2. Expresión Génica 
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Se midió la expresión de diferentes genes implicados en la respuesta inflamatoria (RT-
qPCR) (Fig. 27).  
La expresión génica de IL-6 (p=0,11), IL-10 (p=0,32), MCP-1 (p=0,02), MIP-1 (p=0,02) y 
TNFα (p=0,31) aumentó en el grupo VT elevado en comparación con el grupo VT bajo, aun 
sin alcanzar la significación estadística en todos los casos. 
La VM con VT elevado se asoció, pues, en comparación con VT bajo, con cambios en 






Figura 27. Efecto de VM sobre la expresión de genes (RT-qPCR) implicados en la respuesta 
inflamatoria en tejido pulmonar. Los valores son media±EEM. (*) p<0,05 versus VT bajo.  
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Para determinar la presencia de estrés nitrosativo en el pulmón se cuantificó de forma 
indirecta la formación de peroxinitrito mediante la determinación de la nitración de 
proteínas. El peroxinitrito (ONOO-) es capaz de nitrar los residuos de tirosina de las 
proteínas, disminuyendo en general la función de la proteína. La detección de residuos de 
nitrotirosina se realizó mediante dos técnicas, Western-blot e inmunofluorescencia. 
Al aplicar VT elevado (en comparación con VT bajo), en condiciones de perfusión con KS, 
la nitración de proteínas no aumentó (p=0,63) (Fig. 28). 
Mediante técnicas de inmunofluorescencia tampoco se encontraron cambios en la 
nitración de proteínas entre el grupo sometido a VT bajo y el grupo sometido a VT (Fig. 
29). 
Los resultados indican, pues, que en el presente modelo de ventilación ex vivo, la 
VM con VT elevado no se asocia con cambios en la nitración de proteínas. 
Figura 28. Efecto de la VM en la nitración de proteínas en muestras de tejido pulmonar (Western 
blot). Los valores son media±EEM. UA, unidades arbitrarias. Los cambios no resultaron significativos. 
7.3. Estrés nitro-oxidativo: Nitración de proteínas
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Figura 29. Efecto de la VM sobre la nitración de proteínas en muestras de tejido pulmonar 
(inmunofluorescencia para anticuerpos anti-nitrotirosina). Se muestran casos representativos de 
cortes procedentes de pulmones sometidos a VM con VT bajo (A, B) o VT elevado (C, D). No se 
aprecia aumento de la inmunofluorescencia en el grupo que recibió VT elevado en comparación con VT 
bajo. A y C: tinción DAPI (para visualizar los núcleos celulares). B y D: inmunofluorescencia para 3-
nitrotirosina. 
7.4. Estrés oxidativo 
Se determinó el grado de estrés oxidativo mediante la técnica de fluorescencia a DHE (ver 
Métodos, técnicas de estudio). 
La aplicación de VT elevado (en comparación con VT bajo) no se asoció con cambios en el 
estrés oxidativo (Fig. 30). 
Los resultados indican, pues, que en el presente modelo de ventilación ex vivo, la 
VM con VT elevado no se asocia con cambios en el grado de estrés oxidativo. 
Resultados 
102 
Figura 30. Efecto de la VM sobre el estrés oxidativo producido en muestras de tejido pulmonar 
(fluorescencia para DHE) (ver Métodos) (40X). Se muestran casos representativos de cortes 
procedentes de pulmones sometidos a VM con VT bajo (A, B) o VT elevado (C, D). Ningún caso 
presentó un aumento de la fluorescencia a DHE, indicando ausencia de estrés oxidativo. 
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8. RESULTADOS DEL OBJETIVO 3:
DEMOSTRAR QUE LA COMPOSICIÓN DEL 
LÍQUIDO DE PERFUSIÓN MODIFICA LOS 
CAMBIOS INDUCIDOS POR LA VENTILACIÓN 
CON VT ELEVADO  
En este apartado se amplió el conocimiento obtenido en los resultados correspondientes 
a los objetivos 1 y 2, que describieron cambios en la estructura y función y en la respuesta 
inflamatoria de los pulmones ex vivo sometidos a VM con VT elevado.  
En el presente objetivo se describen los efectos de la composición del líquido de perfusión 
(sin y con elementos sanguíneos) en los cambios inducidos por la VM con VT elevado en 
las mismas variables de estudio (estructura y función pulmonares, y respuesta 
inflamatoria del pulmón).  
Los pulmones fueron sometidos a ventilación con VT bajo y VT elevado, en condiciones de 
perfusión, bien con solución de Krebs (KS) o bien con solución de Krebs a la que se 
adicionaron elementos sanguíneos (KS+S) (sangre autóloga, ver Métodos).  
8.1. Resumen de los resultados del Objetivo 3 
Los resultados indican que los efectos de la VM utilizando VT elevado sobre el daño 
pulmonar y la respuesta inflamatoria pulmonar fueron modificados en algunos aspectos 
por la presencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión.  
Los cambios inducidos por la VM utilizando VT elevado en presencia de elementos 
sanguíneos en el líquido de perfusión (KS+S), en comparación con los cambios 
observados en ausencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión (KS), fueron: 
 Similar deterioro de la mecánica respiratoria.
 Similar grado de daño histológico pulmonar.
 Similar aumento de la concentración de proteínas totales en el LBA.
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 Cambios similares en la actividad de ALT, AST y LDH en el LBA, acompañados de
un mayor aumento en el líquido de perfusión.
 Menor elevación de la concentración de ciertas citoquinas y de la expresión génica
correspondiente.
 Mayor estrés nitro-oxidativo.
Los resultados presentados sugieren que la presencia de elementos sanguíneos 
como parte de la composición del líquido de perfusión modula la respuesta 
inflamatoria inducida por la VM, y que existe una disociación, al menos realizando 
las mediciones en un sólo punto en el tiempo, entre la magnitud de la respuesta 
inflamatoria (medida por la concentración y expresión génica de citoquinas) y el 
grado de nitración de proteínas y de estrés nitro-oxidativo. 
8.2. Mecánica respiratoria: cambios en la PIP 
En T=-5 min ambos grupos (KS y KS+S) mostraron el mismo valor de PIP, puesto que se 
encontraban recibiendo la misma estrategia ventilatoria (VT=6 mL/kg + PEEP=5 cmH2O) 
en el periodo de estabilización previo a la aleatorización. 
En pulmones sometidos a VT elevado (en comparación con VT bajo) se asoció con un 
aumento significativo de la PIP desde T=0 min hasta T=150 min (p<0,0001 en el grupo 
KS, p<0,0001 en el grupo KS+S) (Fig. 31, Tabla 5). 
En pulmones sometidos a VT bajo, la diferencia en la PIP entre T=0 min y T=150 min no 
fue estadísticamente significativa en el grupo KS en comparación con el grupo KS+S 
(p=0,11). 
En pulmones sometidos a VT alto, la diferencia en la PIP entre T=0 min y T=150 min 
tampoco fue estadísticamente significativa en el grupo KS en comparación con el grupo 
KS+S (p=0,74). 
Estos resultados indican que la composición del líquido de perfusión no afecta al deterioro 
en la mecánica pulmonar inducido por la VM utilizando VT elevado. 
La PAP no presentó un aumento significativo en ninguno de los grupos (Fig. 31, Tabla 5).  
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El cambio en la PAP al administrar VT elevado (en comparación con VT bajo) no fue 
significativo (p=0,30 en el grupo KS, p=0,36 en el grupo KS+S).  
El cambio en la PAP desde T=0 min hasta T=150 min al aplicar VT bajo fue similar en KS 
que en KS+S (p=0.89). 
Asimismo, el cambio en la PAP al aplicar VT bajo desde T=0 min hasta T=150 min fue 
similar en KS en comparación con KS+S (p=0.09). 
Nuestros resultados indican, por tanto, que la VM con VT elevado induce un 
deterioro de las propiedades mecánicas del pulmón, y que este cambio no es 
modificado por la presencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión. 
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Figura 31. Efecto de la composición del líquido de perfusión sobre los cambios inducidos por la 
VM en la PIP y en la PAP. La PIP aumentó durante el tiempo de VM en los grupos sometidos a VT 
elevado (cuadrados), perfundidos con KS (azul) y con KS+S (rojo), mientras que permaneció constante 
en los grupos sometidos a VT bajo (círculos) perfundidos con KS (azul) o con KS+S (rojo). La PAP no 
varió a lo largo del tiempo de evolución en ninguno de los grupos. KS+S, solución de Krebs y 
elementos sanguíneos. Los valores son media ± EEM. (*) p<0,05 para la evolución en el tiempo. 
8.3. Estudio histológico 
En los pulmones ventilados con VT bajo perfundidos con KS o con KS+S la MO fue 
normal (el score de daño pulmonar fue cero).  
Al administración de VT elevado se asoció con una elevación del score de daño pulmonar, 
tanto en KS como en KS+S (p<0,0001 para ambos casos). 
El score de daño pulmonar para los grupos VT bajo fue idéntico en KS versus KS+S.  
El score de daño pulmonar para los grupos VT elevado fue también similar en KS versus 
KS+S (p=0,50) (Fig. 32, 33, Tabla 5). 
Así, pues, la composición del líquido de perfusión no afectó al desarrollo de daño 
pulmonar inducido por la VT valorado mediante examen histológico. 
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Figura 32. Efecto de la composición del líquido de perfusión sobre los cambios histológicos 
inducidos por la VM. En pulmones perfundidos con KS+S, la VM con VT elevado, en comparación 
con la ventilación con VT bajo, se asoció con un aumento del score de daño pulmonar. La composición 
del líquido de perfusión (KS versus KS+S) no modificó estos cambios. KS, solución de Krebs. KS+S, 
solución de Krebs y elementos sanguíneos. (*) p<0,05 versus VT bajo. 
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Figura 33. Cambios histológicos inducidos por la VM (HE x20). La VM utilizando VT elevado y 
perfundido con KS (C) o con KS+S (D) se asoció con cambios histológicos característicos de DAD. Se 
aprecia la presencia de membranas hialinas (indicado con una flecha) en las muestras representativas 
de tejido pulmonar procedente de los casos sometidos a VT elevado, perfundidos con KS (C) o con 














8.4. Permeabilidad alveolo-capilar 
Se analizó la concentración de proteínas en el LBA y en el líquido de perfusión. 
La administración de VT elevado se asoció con una elevación de la concentración de 
proteínas en el LBA en el grupo KS (p=0,0005) y en el grupo KS+S (p<0,0001).  
En los grupos VT bajo, la concentración de proteína era similar en KS versus KS+S 
(p=0,11).  
En los grupos VT elevado, la diferencia en concentración de proteínas tampoco era 
estadísticamente significativa entre KS y KS+S (p=0,066) (Fig. 34, Tabla 5). 
También se analizó la concentración de proteínas en el líquido de perfusión. 
La administración de VT elevado no se asoció con cambios en la concentración de 
proteínas en el líquido de perfusión (p=0,81 y p=0,74, para KS y KS+S, respectivamente). 
En los grupos VT bajo, la concentración de proteínas en el líquido de perfusión fue mayor 
en el grupo perfundido con KS+S versus KS (p=0,02). 
En los grupos VT alto, la concentración de proteínas en el líquido de perfusión también (no 
alcanzando la significación estadística) fue mayor en el grupo perfundido con KS+S 
versus KS (p=0,77) (Fig. 35, Tabla 5). 
Los presentes resultados indican, pues, que la presencia de elementos sanguíneos 
en el líquido de perfusión (KS+S) no modificó el aumento de la permeabilidad 
alveolocapilar inducido por la VM con VT elevado, mientras que aumentó la 
concentración de proteínas en el líquido de perfusión (en comparación con la 
presencia de sólo KS). 
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Figura 34. Efecto de la composición del líquido de perfusión sobre los cambios inducidos por la 
VM en la concentración de proteínas en el LBA. KS, solución de Krebs. KS+S, solución de Krebs y 
elementos sanguíneos. LBA, lavado broncoalveolar Los valores son media±EEM. (*) p<0,05 versus VT 
bajo. 
Figura 35. Concentración de proteínas en el líquido de perfusión en los diferentes grupos. La VM 
utilizando VT elevado, en comparación con VT bajo, no cambió la concentración de proteínas en el 
líquido de perfusión. La perfusión con elementos sanguíneos en el líquido de perfusión se asoció con 
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una mayor concentración de proteínas en el líquido de perfusión. KS, solución de Krebs. KS+S, 
solución de Krebs y elementos sanguíneos. Los valores son media±EEM. (*) p<0,05 versus VT bajo. 
(†) p<0,05 versus KS. 
KS KS+S 
VT bajo VT elevado VT bajo VT elevado 
Presión inspiratoria (cm H2O) 
¶
t=-5 min 13,7±0,4 12,74±0,4 12,11±0,4 12,97±0,3 
t=0 min 13,5±0,3 20,85±1,1 12,83±0,4 21,64±0,6 
t=150 min 14,3±0,3 32,0±0,4 12,51±0,4 32,37±0,5 
Presión arterial pulmonar (mm Hg) 
t=-5 min 9,000±1,095 7,333±0,7149 9,857±1,122 9,500±1,118
t=0 min 9,333±0,8028 6,667±0,6146 10,14±1,122 7,857±0,8571
t=150 min 10,50±1,118 6,833±0,7923 11,43±0,5281 10,14±0,8571
Daño pulmonar (score) 0,0±0,0 19,50±1,708 * 0,0±0,0 18,00±1,397 * 
Proteínas (LBA) (mg/dl) 14,8±2,4 373,3±34,1 * 9,5±0,9 281,5±13,1 * 
Proteínas (líquido de perfusión) 
(mg/dl) 
3025,0±94,7 2975,0±175,0 3475,0±85,4 † 3425,0±118,1 




Tabla 5: Variables relacionadas con la función y estructura del pulmón. LBA, lavado 
broncoalveolar. KS, solución de Krebs. KS+S: solución de Krebs con elementos sanguíneos. UA, 
unidades arbitrarias. Los valores son media±EEM. (¶) Presión inspiratoria en la vía aérea. (*) p<0,05 





8.5. Daño celular: actividad de AST, ALT y LDH en el LBA 
y en el líquido de perfusión 
 
Se analizó la actividad de ALT, AST y LDH en el LBA y en el líquido de perfusión. La 
composición del líquido de perfusión (KS o KS+S) afectó a la actividad de enzimas 
indicativos de daño celular. 
 
8.5.1. LBA 
En pulmones perfundidos con KS, la administración de VT elevado (en comparación con 
VT bajo) se asoció con una mayor actividad de ALT (p=0,034), AST (p=0,002) y LDH 
(p=0,0008). 
En pulmones perfundidos con KS+S, la administración de VT elevado (en comparación 
con VT bajo) también se asoció con una mayor actividad de ALT (p=0,005), AST 
(p=0,0038) y LDH (p<0,0001). 
En pulmones ventilados con VT bajo, la actividad de ALT (p=0,27), AST (p=0,39) y LDH 
(p=0,98) era similar en KS que en KS+S. 
En pulmones ventilados con VT alto, la actividad de ALT (p=0,78) y AST (p=0,28) era 
similar en KS que en KS+S, mientras que la actividad de LDH era mayor en KS+S que en 





Figura 36. Concentración de proteínas en el líquido de perfusión en los diferentes grupos. La VM 
utilizando VT elevado, en comparación con VT bajo, no cambió la concentración de proteínas en el 
líquido de perfusión. La perfusión con elementos sanguíneos en el líquido de perfusión se asoció con 
una mayor concentración de proteínas en el líquido de perfusión. KS, solución de Krebs. KS+S, 
solución de Krebs y elementos sanguíneos. Los valores son media±EEM. (*) p<0,05 versus VT bajo. 
(†) p<0,05 versus KS. 
KS KS+S 
VT bajo VT elevado VT bajo VT elevado 
LBA 
ALT 4,7±0,9 13,5±2,5 * 3,5± 0,5 14,5± 2,5 * 
AST 12,3±1,9 46,5±3,9 * 15,3±2,9 58,1±8,9 * 
LDH 46,5±7,8 199,3±23,0 * 46,8±10,8 287,3±23,3 *
†
Líquido de perfusión 
ALT 6,5±0,3 7,7±0,9 7,3±0,8 19,8±1,9 *
†









ALT 0,8±0,1 1,7±0,2 * 0,5±0,1 0,8±0,2 
†










Tabla 6: Actividad de diferentes enzimas en LBA, líquido de perfusión y su ratio, KS, solución 
de Krebs, KS+S: solución de Krebs con elementos sanguíneos, LBA, lavado broncoalveolar, (¶) Ratio 
de la actividad de los diferentes enzimas LBA / líquido de perfusión, (*) p<0,05 versus VT bajo, (†) 
p<0,05 versus KS, Los valores se ofrecen en UI/ml, Los valores son media±EEM. 
8.5.2. Líquido de perfusión 
La administración de VT elevado (en comparación con VT bajo) en pulmones perfundidos 
con KS se asoció con una elevación de AST (p<0,0001) y de LDH (p=0,016) pero no de 
ALT (p=0,21).  
La administración de VT elevado (en comparación con VT bajo) en pulmones perfundidos 
con KS+S se asoció con una elevación de ALT (p=0,0009), AST (p<0,0006) y de LDH 
(p=0,009).  
En pulmones ventilados con VT bajo, la elevación de ALT fue de igual magnitud en KS 
que en KS+S (p=0,39), pero la elevación de AST (p=0,0011) y de LDH (p=0,0004) fue 
mayor en KS+S que en KS. 
En pulmones ventilados con VT alto, la elevación de ALT (p=0,001), AST (p=0,003) y de 





Figura 37. Efecto de la composición del líquido de perfusión sobre los cambios inducidos por la 
VM en la actividad de la ALT, AST y LDH en el líquido de perfusión. KS, solución de Krebs. KS+S, 
solución de Krebs y elementos sanguíneos. Los valores son media±EEM. KS. (*) p<0,05 versus VT 
bajo. (†) p<0,05 versus KS. 
8.5.3. Ratio LBA / líquido de perfusión 
La administración de VT elevado (en comparación con VT bajo) en pulmones perfundidos 
con KS se asoció con una elevación de la ratio de ALT (p=0,02) una disminución de la 
ratio de AST (p=0,045) y un aumento no significativo de la ratio de LDH (p=0,09). 
La administración de VT elevado (en comparación con VT bajo) en pulmones perfundidos 
con KS+S no se asoció con cambios en la ratio de ALT (p=0,23), AST (p=0,46), pero sí 
con un aumento significativo de la ratio de LDH (p=0,002).  
En pulmones ventilados con VT bajo, la ratio de ALT fue de igual magnitud en KS que en 
KS+S (p=0,19), pero las ratios de AST (p=0,0013) y de LDH (p=0,02) fueron menores 
KS+S que en KS. 
En pulmones ventilados con VT alto, la ratio de ALT (p=0,01), AST (p=0,018) y de LDH 









Figura 38. Efecto de la composición del líquido de perfusión sobre los cambios inducidos por la 





Krebs. KS+S, solución de Krebs y elementos sanguíneos. Los valores son media±EEM. (*) p<0,05 
versus VT bajo. (†) p<0,05 versus KS. 
 
En resumen, se muestra una elevación de la actividad de ALT, AST y LDH en LBA 
asociada a la administración de VT elevado, que es ligeramente más marcada en el 
grupo perfundido con KS+S que en el grupo perfundidos con KS. 
En el líquido de perfusión, en los pulmones sometidos a ventilación con VT bajo la 
actividad enzimática de AST y LDH (pero no ALT) es mayor en los pulmones 
perfundidos con elementos sanguíneos que en los pulmones perfundidos con KS. 
Al aplicar VM con VT elevado, la actividad de AST, ALT y LDH en el líquido de 
perfusión aumenta (en comparación con pulmones sometidos a ventilación con VT 
bajo) más marcadamente en los pulmones perfundidos con KS+S que en los 
pulmones perfundidos con KS. 
Los resultados descritos serán discutidos en detalle en la sección de Discusión. 
 
8.6. Equilibrio ácido-base 
Con el objeto de determinar si la composición del líquido de perfusión (sin y con 
elementos sanguíneos: KS y KS+S, respectivamente) producía cambios en el equilibrio 
ácido base, se midió el pH, pCO2, pO2, bicarbonato, exceso de bases, hematocrito y 
lactato en el líquido de perfusión.  
No se encontraron diferencias en las variables analizadas entre los diferentes grupos en 











VT bajo VT elevado VT bajo VT elevado 
Basal Final Basal Final Basal Final Basal Final 
pH 7,40±0,00 7,40±0,10 7,43±0,04 7,34±0,04 7,50±0,10 7,40±0,0 7,40±0,10 7,32±0,05 
pCO2 
(mmHg)  
23,6±1,1 22,6±1,2 23,9±1 22±1,5 29±1,0 28±1,8 30,2±1,7 28,4±1,9 
pO2 (mmHg) 164±2 162±2 165±4 168±5 166±4 170±2 163±2 164±2 
HCO3 
(mmol) 
15,7±1,7 13,4±1,5 16,1±1,4 12,2±1,4 21,1±2,6 15,9±1,6 21,0±2,9 14,4±1,4 
EB (mmol) -8,8±2,2 -11,9±2,4  -8,3±2 -13,5±2 -2,7±3,4 -9,6±2,1 -3,1±3,7 -11,9±1,9 
Hematocrito - 0,1±0 - 0,1±0 10,6±0,8 8,5±0,2 10,6±0,5 9,5±0,3 
Lactato 0,2±0 0,8±0,1 0,2±0 1,8±0,1 0,9±0,1 2,1±0,1 0,9±0,1 3,2±0,1 
Tabla 7: Efecto de la composición del líquido de perfusión sobre los cambios inducidos por la 
VM en el equilibrio ácido base, hematocrito y concentración sanguínea de lactato. Los valores 
son media ± EEM.KS: solución de Krebs. KS+S: solución de Krebs con elementos sanguíneos. (*) 
p<0,05  versus VT bajo. (†) p<0,05 versus KS. 
8.7. Inflamación pulmonar 
8.7.1. Concentración de citoquinas 
Con el fin de determinar el efecto de la composición del líquido de perfusión en los 
cambios inducidos por la VM en la respuesta inflamatoria pulmonar, se determinó la 
concentración de citoquinas en muestras de tejido pulmonar procedente de pulmones 
sometidos a VM con VT elevado o VT bajo, comparando los cambios en pulmones 
perfundidos con KS o con KS+S. 
La perfusión con KS+S (en comparación con KS) en pulmones ventilados con VT bajo se 
asoció con similar concentración de IL-6 (p=0,60), IL-10 (p=0,75), y IL1β (p=0,87), y una 




La administración de VT elevado (en comparación con VT bajo) en pulmones perfundidos con 
KS+S se asoció con una elevación de IL-10 (p=0,045), sin cambios apreciables en la 
concentración de IL-6 (p=0,47), MCP-1 (p=0,27), MIP-2 (p=0,44), IL1β (p=0,43). 
La perfusión con KS+S (en comparación con KS) en pulmones ventilados con VT elevado 
se asoció con similar concentración de IL-6 (p=0,22), IL-10 (p=0,63), MCP-1 (p=0,48), 
MIP-2 (p=0,60) e IL1β (p=0,26) (Fig. 39, Tabla 8). 
Estos hallazgos sugieren un efecto de la presencia de elementos sanguíneos en el 
líquido de perfusión consistente en una atenuación de la respuesta pro-inflamatoria 
inducida por la VM (menor concentración de IL-6 y de MCP-1) y un aumento de la 









Figura 39. Efecto de la composición del líquido de perfusión sobre los cambios inducidos por la 
VM en la concentración de citoquinas en el tejido pulmonar. KS, solución de Krebs. KS+S, solución 




8.7.2. Expresión Génica 
Se midió la expresión de diferentes genes implicados en la respuesta inflamatoria (RT-
qPCR).  
La administración de VT elevado (en comparación con VT bajo) en pulmones perfundidos 
con KS se asoció (con diferentes grados de significación) con una elevación de la 
expresión génica de IL-6 (p=0,11), IL-10 (p=0,32), MCP-1 (p=0,02) MIP-2 (p=0,02) y TNFα 
(p=0,31). 
La administración de VT elevado (en comparación con VT bajo) en pulmones perfundidos 
con KS+S se asoció con una discreta (sin alcanzar la significación estadística) elevación 
de la expresión génica de IL-6 (p=0,30) y MIP-2 (p=0,07), sin cambios apreciables (entre 
VT bajo y VT elevado) en la expresión génica de IL-10 (p=0,44), MCP-1 (p=0,61), TNFα 
(p=0,20). 
La perfusión con KS+S (en comparación con KS) en pulmones ventilados con VT bajo se 
asoció con similar expresión génica de IL-6 (p=0,61), IL-10 (p=0,77), MCP-1 (p=0,53), 
MIP-2 (p=0,29) y TNFα (p=0,21). 
La perfusión con KS+S (en comparación con KS) en pulmones ventilados con VT elevado 
se asoció con una menor expresión génica de IL-6 (p=0,40), IL-10 (p=0,43), MCP-1 
(p=0,03), MIP-2 (p=0,09) y TNFα (p=0,40) (alcanzando la significación estadística sólo 
para el caso de MCP-1) (Fig. 40, Tabla 8). 
Así, pues, la presencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión de los 
pulmones ventilados ex vivo se asocia con una menor respuesta inflamatoria a la 
















Figura 40. Efecto de la composición del líquido de perfusión sobre los cambios inducidos por la 
VM en la expresión génica en el tejido pulmonar. KS, solución de Krebs. KS+S, solución de Krebs y 
elementos sanguíneos. Los valores son media±EEM. (*) p<0,05 versus VT bajo. (†) p<0,05 versus KS 
 
 KS KS+S 
 VT bajo VT elevado VT bajo VT elevado 
LBA 
ALT 4,7±0,9 13,5±2,5 * 3,5± 0,5 14,5± 2,5 * 
AST 12,3±1,9 46,5±3,9 * 15,3±2,9 58,1±8,9 * 
LDH 46,5±7,8 199,3±23,0 * 46,8±10,8 287,3±23,3 *† 
Líquido de perfusión 
ALT 6,5±0,3 7,7±0,9 7,3±0,8 19,8±1,9 *
† 









ALT 0,8±0,1 1,7±0,2 * 0,5±0,1 0,8±0,2 
†
 









Tabla 8: Concentración y expresión génica de diferentes citoquinas en tejido pulmonar. KS, 
solución de Krebs, KS+S: solución de Krebs con elementos sanguíneos, LBA, lavado broncoalveolar, 




8.8. Nitración de proteínas 
Para determinar la presencia de estrés nitrosativo en el pulmón se cuantificó de forma 
indirecta la formación de peroxinitrito mediante la determinación de la nitración de 
proteínas mediante Western-blot e inmunofluorescencia. 
La administración de VT elevado (en comparación con VT bajo) en pulmones perfundidos 




La administración de VT elevado (en comparación con VT bajo) en pulmones perfundidos 
con KS+S se asoció con un aumento significativo en la nitración de proteínas (medida por 
Western blot) (p=0,002). 
La perfusión con KS+S (en comparación con KS) en pulmones ventilados con VT bajo se 
asoció con similar grado de nitración de proteínas (medida por Western blot) (p=0,14). 
La perfusión con KS+S (en comparación con KS) en pulmones ventilados con VT elevado 
se asoció con mayor grado de nitración de proteínas (medida por Western blot) 
(p=0,0002) (Fig. 41, Tabla 5). 
Utilizando un segundo abordaje para la determinación del grado de nitración de proteínas, 
se observó mediante técnicas de inmunofluorescencia un aumento de la nitración de 
proteínas al aplicar VT elevado (en comparación con VT bajo) en los animales perfundidos 
con KS+S, mientras que no se encontraron cambios en relación con la aplicación de VT 
elevado en los animales perfundidos con KS (Fig. 42). 
Por tanto, la presencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión se 
asoció con un aumento de la nitración de proteínas al administrar VT elevado en 
pulmones ventilados ex vivo. 
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Figura 41. Efecto de la composición del líquido de perfusión sobre los cambios inducidos por la 
VM en la nitración de proteínas en muestras de tejido pulmonar (Western blot). Sólo los pulmones 
perfundidos con elementos sanguíneos (KS+S) presentaron un aumento de la nitración de proteínas al 
administrar VT elevado. KS, solución de Krebs. KS+S, solución de Krebs y elementos sanguíneos. Los 
valores son media±EEM. (*) p<0,05 versus VT bajo. (†) p<0,05 versus KS. 
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Figura 42. Efecto de la composición del líquido de perfusión sobre los cambios inducidos por la 
VM en la nitración de proteínas en muestras de tejido pulmonar (inmunofluorescencia). Se 
muestran casos representativos de cortes procedentes de pulmones sometidos a VT elevado o VT 
bajo, perfundidos bien con KS o bien con KS+S. Sólo el caso sometido a VM con VT elevado y 
perfundido con KS+S presentó un aumento de la nitración de proteínas, indicando aumento del estrés 
nitro-oxidativo. 
8.9. Estrés oxidativo 
Se determinó el grado de estrés oxidativo mediante la técnica de fluorescencia a DHE (ver 
Métodos). 
En ausencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión (grupo KS) la aplicación 
de VT elevado (en comparación con VT bajo) no se asoció con cambios en el estrés 
oxidativo. 
Sin embargo, en presencia de elementos sanguíneos (grupo KS+S), la aplicación de VT 
elevado se asoció (en comparación con la aplicación de VT bajo) con un aumento del 





Por tanto, la presencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión se 
asoció con un aumento del estrés oxidativo al administrar VT elevado en pulmones 




Figura 43. Efecto de la composición del líquido de perfusión sobre los cambios inducidos por la 
VM en el estrés oxidativo (fluoresencia para DHE) (ver Métodos). Se muestran casos 
representativos de cortes procedentes de pulmones sometidos a VT elevado o VT bajo, perfundidos 




9. RESULTADOS DEL OBJETIVO 4:
DEMOSTRAR QUE EL DAÑO PULMONAR 
INDUCIDO POR LA VENTILACIÓN MECÁNICA 
SE ASOCIA CON DISFUNCIÓN EN OTROS 
ÓRGANOS 
El abordaje utilizado para demostrar el efecto de la VM sobre otros órganos no 
pulmonares fue el diseño de un bioensayo.  
Se incubaron durante 30 min o 60 min anillos de aorta (procedentes de ratas normales) 
con líquido de perfusión procedente de pulmones sometidos bien a VT bajo (LP-B) o bien 
a VT elevado (LP-E), así como con líquido de perfusión que no ha sido circulado por el 
pulmón (solución de Krebs normal, control). Se estudió la respuesta vascular a diferentes 
dosis de noradrenalina (NA) y de acetilcolina (Ach) con el fin de analizar la función del 
músculo liso y del endotelio vascular, respectivamente. 
El objetivo es demostrar que el líquido de perfusión procedente de pulmones que han 
sufrido daño pulmonar inducido por la aplicación de VT elevado induce disfunción 
vascular, utilizando como control el líquido de perfusión procedente de pulmones 
ventilados con VT bajo o líquido de perfusión que no ha circulado por el pulmón. 
9.1. Resumen de los resultados 
 La respuesta contráctil empeoró tras sólo 30 min de incubación.
 El efecto deletéreo sobre la función contráctil se aprecia con líquido de perfusión
procedente de pulmones sometidos a VT bajo, y no es significativamente mayor en
anillos incubados con líquido de perfusión de VT elevado ni con más tiempo de
incubación (60 min).
 La respuesta a acetilcolina se encuentra empeorada sólo tras 60 min de incubación
con líquido de perfusión procedente de pulmones ventilados con VT elevado.
Nuestros resultados indican, pues, que el pulmón sometido a VM libera sustancias 
que causan disfunción tanto del músculo liso como del endotelio. Es suficiente la 
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ventilación con VT bajo para liberar sustancias que producen disfunción vascular 
contráctil. 
9.2. Efectos de la ventilación mecánica con VT elevado 
sobre la respuesta vascular 
9.2.1. Respuestas vasoconstrictoras (Noradrenalina) 
Tras 30 min de incubación, la respuesta a NA de anillos incubados con líquido de 
perfusión de VT bajo (p=0,005) y VT elevado (p<0,0001) fue diferente que la respuesta 
control. La respuesta de anillos incubados con líquido de perfusión de VT elevado y VT 
bajo fue similar (p=1). 
Tras 60 min de incubación, la respuesta a NA de anillos incubados con líquido de 
perfusión de VT bajo (p<0,0001) y con VT elevado (p<0,0001) fue diferente que la 
respuesta control. La respuesta de anillos incubados con líquido de perfusión de VT 
elevado y líquido de perfusión de VT bajo fue similar (p=1). 
La respuesta de anillos incubados con líquido de perfusión de VT bajo fue similar a los 30 
min y a los 60 min (p=0,60).  
La respuesta de anillos incubados con líquido de perfusión de VT elevado fue similar a los 
30 min y a los 60 min (p=1) (Fig. 44). 
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Figura 44. Respuesta vascular contráctil a diferentes dosis de noradrenalina de anillos normales 
de aorta de rata. Los anillos fueron incubados durante 30 min (símbolos azules) o durante 60 min 
(símbolos rojos) con líquido de perfusión procedente de animales ventilados con VT bajo (triángulos 
hacia abajo) o VT elevado (triángulos hacia arriba), o líquido de perfusión no circulado por el pulmón 
(círculos, grupo control). Los valores son media±EEM. (*) p<0,05 versus control. 
9.2.2. Respuestas vasodilatadoras (acetilcolina) 
Tras 30 min de incubación, la respuesta a Ach de anillos incubados con líquido de 
perfusión de VT bajo (p=1) y VT elevado (p=1) fue similar a la respuesta control. La 
respuesta de anillos incubados con líquido de perfusión de VT elevado y VT bajo fue 
similar (p=1). 
Tras 60 min de incubación, la respuesta a NA de anillos incubados con líquido de 
perfusión de VT bajo (p=1) fue similar a la respuesta control. Sin embargo, la respuesta de 
anillos de líquido de perfusión con VT elevado (p=0,015) fue diferente que la respuesta 
control. La respuesta de anillos incubados con líquido de perfusión de VT elevado fue 
menor (sin alcanzar la significación estadística) que la respuesta de líquido de perfusión 
de VT bajo (p=0,20). 
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La respuesta de anillos incubados con líquido de perfusión de VT bajo fue similar a los 30 
min y a los 60 min (p=1).  
La respuesta de anillos incubados con líquido de perfusión de VT elevado fue similar a los 
30 min y a los 60 min (p=42) (Fig. 45).  
Control (30 min) 
VTB (30 min) VTE (30 min) Control (60 min) 





Figura 45. Respuesta vascular contráctil a diferentes dosis de acetilcolina de anillos normales 





1. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS DEL
OBJETIVO 1: DISEÑO DE UN MODELO DE 
DAÑO PULMONAR AGUDO EN UN SISTEMA 
DE PULMÓN AISLADO VENTILADO EX VIVO 
El daño pulmonar agudo (DPA), tal como se ha definido en la sección de la Introducción, 
es un síndrome de insuficiencia respiratoria aguda cuya causa es edema pulmonar debido 
a aumento de la permeabilidad alveolo-capilar e inflamación pulmonar aguda. Si cumple 
ciertos criterios clínicos (vide supra) se denomina SDRA.  
Los primeros dos objetivos del presente estudio son demostrar que el modelo aquí 
descrito se asocia con: (i) edema pulmonar por hiperpermeabilidad (con el consiguiente 
deterioro de las propiedades mecánicas del pulmón), lesión celular pulmonar y cambios 
histológicos característicos; (ii) una respuesta inflamatoria mensurable en el tejido 
pulmonar. En efecto, como se discutirá a continuación, el insulto biomecánico (ventilación 
mecánica con VT elevado) induce cambios consistentes comparables con el desarrollo de 
DPA. 
El modelo de DPA diseñado en el presente trabajo muestra la respuesta de pulmones 
aislados a un daño de tipo mecánico (biotrauma). La señal mecánica es transducida a una 
señal bioquímica (mecano-transducción) que induce daño celular. Este daño es inducido 
en nuestro caso por el uso de un VT elevado y PEEP = 0 cm H2O.  
Estudios experimentales muestran que las paredes alveolares en roedores sanos no 
sufren estiramiento hasta que los volúmenes exceden alrededor de un 40% de la 
capacidad pulmonar total (111). Por esta razón se justifica utilizar un VT tan elevado en 
nuestro modelo (162). Tremblay et al. mostraron que la VM con VT elevado causa una 
disrupción directa y necrosis del epitelio alveolar en ratas (121). Varios trabajos anteriores 
han utilizado regímenes ventilatorios similares para inducir daño pulmonar (74, 75, 94, 
115, 123, 129, 156, 163-165). 
Matute-Bello definió, de acuerdo con los resultados de una conferencia de consenso 
siguiendo la metodología Delphi, que un modelo animal de DPA debe reunir ciertos 




respuesta inflamatoria aguda con aumento de la permeabilidad microvascular y del 
epitelio alveolar, así como otros cambios fisiopatológicos característicos de la enfermedad 
(166). 
En el presente modelo se reproducen, por tanto, las características propias del DPA y 
SDRA, como se discutirá posteriormente, resultando adecuado para el estudio del DPA y 
SDRA. 
 
1.1. Mecánica respiratoria: cambios en la PIP 
Las alteraciones fisiopatológicas inducidas por la VM con VT elevado encontradas (vide 
infra) se acompañan de cambios en la mecánica respiratoria como son el aumento de un 
50% de la PIP en comparación con al grupo ventilado con VT bajo. Este aumento se 
produce de forma  progresiva desde el inicio del período de VM (Fig. 18). Nuestros 
resultados coinciden con los de otros trabajos que han analizado la PIP en el contexto de 
VILI tanto ex vivo (120, 156) como in vivo (166).  
Descartando en nuestro trabajo que la presión arterial pulmonar no cambió a lo largo del 
tiempo en ninguno de los grupos, este cambio en la presión en la vía aérea asociado al 
uso de VT elevado indica una alteración de las propiedades mecánicas del pulmón, 
probablemente debido a la formación de edema.  
Múltiples estudios han analizado los mecanismos de la formación de edema en el VILI 
(115, 164, 165, 167), apoyando el concepto de que el aumento de  la PIP asociado al uso 
de VT elevado es debido a la formación de edema en el contexto de la inflamación 
inducida por el biotrauma (31, 74, 81, 91, 120, 134, 156, 168-171).  
El peso del pulmón (relación peso húmedo / peso seco), indicador directo de la formación 
de edema, no fue medido en el presente estudio. Sin embargo, los cambios en la 
permeabilidad alveolocapilar (vide infra) sugieren fuertemente que el insulto (VM con VT 
elevado) se asocia con formación de edema tisular (110, 120, 163, 165, 167, 172).  
Por otro lado, puesto que no se midió la presión plateau en la vía aérea, no se puede 
descartar que el aumento observado en la PIP se pudiera explicar por cambios en la 
resistencia de la vía aérea más que por cambios en el parénquima pulmonar en el 
contexto del DPA (173, 174). No obstante, en consideración a la literatura previa sobre el 
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DPA y el VILI (120, 163, 165, 167), en la cual se demuestra que los cambios durante el 
VILI se producen en el parénquima pulmonar más que en la vía aérea, es más plausible 
que la elevación de la presión en la vía aérea se deba a cambios en el parénquima 
pulmonar en el contexto de inflamación inducida por la VM. Sin embargo, nuestros 
resultados no permiten excluir totalmente el aumento de la resistencia en la vía aérea 
como explicación del aumento de la PIP. 
1.2. Estructura del pulmón: estudio histológico 
Los cambios histológicos asociados al DPA en humanos incluyen formación de edema, 
infiltrado neutrofílico, engrosamiento de la membrana alveolocapilar, hemorragia 
intraalveolar y formación de membranas hialinas (166). Desde el punto de vista 
histológico, estos cambios son colectivamente denominados daño alveolar difuso (DAD) 
(ver Introducción).  
Aunque los modelos animales de DPA/SDRA deben reflejar estas características, no 
todos los modelos reproducen todas ellas (146). En nuestro caso, la demostración de la 
formación de membranas hialinas confiere especial relevancia al modelo, pues este 
cambio histológico es considerado el cambio clínico característico del SDRA (8, 11, 17, 
115, 169, 175, 176). Para determinar el grado de daño histológico se empleó un índice 
basado en los trabajos de Muscedere y Copland (18, 19) utilizado en trabajos previos de 
nuestro grupo (Ver Material y Métodos) (12, 74, 115, 148) y de otros grupos (169, 131, 
177). 
Nuestros resultados concuerdan con estudios previos utilizando modelos de DPA en 
pulmones ventilados ex vivo en los que se ha descrito la presencia de membranas 
hialinas como uno de los cambios característicos de DPA, en combinación con 
hemorragia, acúmulo de macrófagos y edema intersticial (164). 
Por tanto, la VM utilizando VT elevado en nuestro modelo de pulmón ventilado ex vivo 




1.3. Permeabilidad alveolo-capilar: concentración de 
proteínas totales en el LBA y en el líquido de perfusión 
La membrana alveolo-capilar está formada por un epitelio alveolar y un endotelio 
vascular. Debido al daño vascular y epitelial pulmonar inducido por la VM, la 
permeabilidad a las proteínas aumenta, con la consiguiente formación de edema 
pulmonar (no de origen hidrostático, sino por hiperpermeabilidad, cambio característico 
del DPA y del SDRA). Por ello, hemos cuantificado la permeabilidad alveolo-capilar 
mediante la medición de la concentración de proteínas en el LBA, de forma semejante a 
como anteceden otros modelos ex vivo (120, 163, 165, 167). El desarrollo de 
hiperpermeabilidad en nuestro modelo queda documentado, pues, por el hallazgo de un 
marcado aumento de la concentración de proteínas totales en el LBA (Fig. 10). En 
consonancia con nuestros resultados, de forma semejante, otros estudios previamente 
publicados han demostrado el desarrollo de hiperpermeabilidad inducida por el biotrauma 
(121, 163, 165, 172, 178, 179). 
Algunos trabajos en modelos in vivo han sugerido que es necesario un daño pulmonar 
previo al insulto mecánico (e.g., instilación de ácido clorhídrido, administración de 
endotoxina, etc.) para que se desarrolle daño pulmonar (172). Sin embargo, otros 
trabajos, incluyendo estudios de nuestro laboratorio, han demostrado que la VM con VT 
elevado puede inducir daño pulmonar en pulmones previamente sanos (70, 74, 94, 112, 
115, 123, 148, 168, 172).  
Es posible que el aumento de la concentración de proteína en el LBA no se deba a un 
aumento de la permeabilidad alveolocapilar sino a un aumento en el contenido celular en 
el espacio alveolar, en el contexto de la inflamación inducida por la VM.  
En efecto, el DPA se asocia con cambios celulares en el espacio alveolar, como acúmulo 
de neutrófilos polimorfonucleares (PMN) y activación de macrófagos alveolares (180-183). 
Los neutrófilos contribuyen a la lesión pulmonar durante la respuesta inflamatoria y al 
aumento de permeabilidad alveolocapilar (180-183). Sin embargo, el papel necesario de 
los neutrófilos no está bien definido, como lo documenta la observación de casos de 
SDRA en pacientes neutropénicos (20, 23) y en modelos animales con DPA 
independiente de neutrófilos (184, 185). 
Discusión 
149 
Así pues, para descartar un origen del aumento de la concentración de proteína en el LBA 
diferente del aumento de la permeabilidad alveolocapilar, sería necesaria la medición de 
una molécula que proceda necesariamente del espacio intravascular como puede ser la 
albúmina o, en modelos in vivo, la IgM. Nosotros no realizamos estas mediciones. Sin 
embargo, se puede argumentar que es difícil explicar el marcado aumento de la 
concentración de proteína en el LBA simplemente por un aumento del número de células 
en el espacio alveolar y que la mejor explicación de este hallazgo es un aumento de la 
permeabilidad alveolo-capilar.  
El modelo en estudio reproduce, pues, una condición fisiopatológica caracterizada por el 
desarrollo de hiperpermeabilidad alveolocapilar, como lo demuestra el aumento de la 
concentración de proteínas en el espacio alveolar. 
1.4. Daño celular: actividad de ALT, AST y LDH 
Nuestro modelo se acompaña, así mismo, de cambios indicativos de lesión celular, como 
son el aumento de la actividad de ALT, AST y LDH en el LBA (espacio alveolar). Si se 
produce lisis celular o las membranas celulares están dañadas, las enzimas 
citoplasmáticos (ALT, AST y LDH) son liberados al espacio extracelular (186-189).  
Estudios previos han demostrado que la actividad de LDH en el lavado broncoalveolar 
(LBA) es útil para determinar daño del tejido pulmonar y lesión celular endotelial pulmonar 
(190-194). En otros estudios con modelos en rata se ha demostrado que la lesión 
inducida sobre las células endoteliales produce liberación de estas enzimas al intersticio 
y, debido a una barrera epitelial alveolar comprometida, podrían acceder al espacio 
alveolar. Schultze et al. (194) sugieren que el aumento de la actividad de LDH en LBA 
procede del propio tejido pulmonar tras una lesión pulmonar inducida experimentalmente. 
El trabajo de Henderson et al. (186) también sugiere que el origen de la LDH en LBA es 
probablemente el daño infligido a las células pulmonares. Así pues, parece que el 
aumento de LDH en LBA en varios trastornos pulmonares asociados a inflamación y daño 
celular se origina en el intersticio pulmonar y fluye a través del epitelio alveolar más 
permeable, detectándose en el LBA (espacio alveolar), como posiblemente sucede en el 




Este concepto también ha sido invocado con referencia a AST, cuyo aumento en el LBA 
se demostró tras una sobredistensión moderada (187). Sin embargo, otro estudio 
realizado por Lu et al (189) analizaron los cambios producidos en ALT, AST y LDH en el 
LBA tras el tratamiento con garlicina (suplemento dietético natural a base de ajo que 
presenta propiedades antibacterianas, antifúngicas, antivirales y propiedades beneficiosas 
para el sistema circulatorio). En este estudio realizado en ratas con daño pulmonar 
producido por neumonía por Pneumocystis carinii se pretendía estudiar el efecto protector 
de la garlicina sobre el daño pulmonar infringido, aunque no encontraron diferencias 
significativas en los niveles de ALT, AST y LDH.  
En resumen, la explicación plausible, por tanto, de este aumento de enzimas en el LBA es 
que el daño mecánico en el contexto de la VM con VT elevado lesiona las células, 
liberando las enzimas desde el interior celular hacia el intersticio y, eventualmente, al 
espacio alveolar, proceso facilitado si existe además un aumento de la permeabilidad 
epitelial. Sin embargo, no podemos determinar cuál es el tipo celular que libera el 
contenido enzimático (células endoteliales, epiteliales alveolares o bronquiales, u otro tipo 
celular presente en el intersticio pulmonar). 
También se encontró en nuestro estudio un aumento de la actividad de AST y LDH en el 
líquido de perfusión asociado a la administración de VT elevado. Varios trabajos han 
analizado la presencia de LDH en el líquido de perfusión en estudios ex vivo como 
indicador de daño pulmonar (195-198). Sin embargo, ninguno de estos estudios ha 
analizado la actividad de AST. La actividad de estas enzimas en el líquido de perfusión 
debe ser inexistente (dada la composición del líquido de perfusión). Por tanto, el hallazgo 
de un aumento de la actividad de AST y LDH en el líquido de perfusión asociado a la 
administración de VT elevado, puede deberse a: (i) daño endotelial y liberación de 
enzimas desde el interior celular; o bien (ii) un aumento de la permeabilidad alveolocapilar 
y translocación de las moléculas desde el espacio alveolar y el intersticio pulmonar hacia 
el espacio intravascular.  
El cálculo de la ratio de la actividad en el espacio alveolar y el espacio intravascular 
puede apoyar una u otra hipótesis. Un aumento de la ratio (mayor en el grupo VT elevado 
que en el grupo VT bajo) sugiere, aunque no demuestra, que el aumento observado en el 
líquido de perfusión puede ser secundario al aumento observado en el espacio alveolar. 
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Si la ratio disminuye, se pueden proponer dos explicaciones: (i) existe un aumento 
primario en el espacio intravascular (por lesión endotelial o incluso, como veremos en el 
cap. 3, originado en los elementos formes presentes en el líquido de perfusión), 
explicativo de los cambios observados en la actividad en el líquido de perfusión; (ii) la 
permeabilidad alveolocapilar aumenta, permitiendo paso de moléculas desde el intersticio 
y el espacio alveolar hacia el espacio intravascular. Ambas explicaciones son plausibles.  
En nuestro caso, el aumento de la ratio de la actividad de ALT y (sin alcanzar la 
significación estadística) LDH son consistentes con un aumento en el líquido de perfusión, 
secundario al aumento en el espacio intersticial o alveolar. En el caso de la AST, cuya 
ratio se aproxima al valor de 1 en el grupo sometido a VT elevado, podría argumentarse 
que el aumento de la actividad en el líquido de perfusión puede deberse bien a un 
aumento de la permeabilidad alveolocapilar y translocación desde el espacio intersticial o 
alveolar hacia el espacio intravascular (183) o bien a un aumento primario en el espacio 
intravascular debido a lesión endotelial. Esta segunda explicación es más probable puesto 
que el aumento observado en el líquido de perfusión (VT bajo versus VT elevado) es de 
aproximadamente 6 veces, mientras que el aumento observado en el espacio alveolar es 
de unas 3,8 veces. Otro mecanismo potencialmente explicativo del hallazgo es un paso 
del espacio intra-alveolar hacia el espacio intravascular más fácil para AST que para ALT 
y LDH. EL peso molecular del tetrámero de LDH (137.000 D) y de los dímeros de AST 
(90.000 D) y de ALT (110.000D) podría quizá remotamente apoyar esta explicación, ya 
que la enzima de menor peso molecular es la AST. 
Igualmente se puede razonar que el aumento de la actividad de la LDH en el líquido de 
perfusión, acompañada de un aumento de la ratio de su actividad (actividad LBA/líquido 
de perfusión) en VT elevado versus VT bajo, puede deberse tanto a un aumento de la 
permeabilidad alveolocapilar y translocación desde el espacio alveolar o intersticial hacia 
el espacio intravascular, como a un aumento primario en el espacio intravascular debido a 
lesión endotelial. En este caso, puesto que la actividad LDH aumenta (VT elevado versus 
VT bajo) unas 4 veces en el LBA y unas 2 veces en el líquido de perfusión, ambas 
explicaciones son posibles. 
En conclusión, nuestros resultados indican daño celular pulmonar asociado a la 
administración de VM con VT elevado. El tipo celular que origina la liberación enzimática 
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puede ser epitelial bronquial o alveolar, o algún tipo celular presente en el intersticio. Los 
cambios en el líquido de perfusión pueden explicarse, bien por un aumento de la 
permeabilidad alveolo-capilar y translocación de moléculas desde el espacio alveolar o 
intersticial hacia el espacio intravascular, o bien por un aumento primario en el espacio 
intravascular debido a daño endotelial. 
1.5. Cambios en el equilibrio ácido-base 
La aplicación de ventilación mecánica “protectora” (e.g., utilizando VT bajo para disminuir 
el trauma mecánico debido a un estiramiento cíclico del tejido pulmonar) conduce 
frecuentemente a un aumento de la PaCO2 (“hipercapnia permisiva”) tal y como ha sido 
demostrado en otros estudios ex vivo. Esta hipercapnia se asocia con múltiples cambios 
biológicos (164). La hipercapnia tiene efecto sobre la producción del surfactante (199, 
200), la modulación de la permeabilidad vascular (201) y la regulación del NO (202).  
En general, el concepto actual más aceptado respecto a la hipercapnia es que ejerce una 
protección sobre del daño pulmonar, atenuando la lesión de la barrera alveolo-capilar y 
disminuyendo así la formación de edema pulmonar (164).  
En nuestro modelo ex vivo, el uso de un VT elevado para inducir daño pulmonar se 
asociaría a hipocapnia. Sin embargo, en el presente contexto del modelo experimental 
(órgano aislado) y de las condiciones de oxigenación (administración de carbógeno en el 
baño del líquido de perfusión), no es de esperar que se encuentren cambios en el 
equilibrio ácido-base, en la PO2 o en la PCO2. 
Cabe recordar también que en el grupo de alto VT se añadió un tramo más en la 
tubuladura para aumentar así el espacio muerto (dead space, VD) y evitar que la 
hipocapnia pudiera actuar como factor de confusión en el grupo de animales sometido a 
un VT elevado. Variaciones en el pH podrían alterar la expresión de genes, la función de 
enzimas y otras funciones biológicas.  
La ventilación del espacio muerto es el porcentaje de ventilación que no participa en el 
intercambio gaseoso. Tiene un componente anatómico definido por las vías aéreas de 
conducción y la vía aérea artificial, y un componente alveolar representado por los 
alvéolos que están ventilados pero no perfundidos, aumentando cuando hay una 
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reducción del flujo sanguíneo pulmonar. La aplicación de presión positiva a la vía aérea 
produce distensión de las vías aéreas de conducción, con lo cual el espacio muerto 
anatómico se incrementa. Por otra parte, la sobredistensión de los alveolos normales 
puede causar una compresión de los capilares alveolares, reducir la perfusión y ocasionar 
un aumento del espacio muerto alveolar (ventilación en exceso de perfusión) . 
Parte del diseño experimental consistió en encontrar la cantidad de espacio muerto 
(tubuladura del respirador hacia el pulmón) que ha de ser aumentada para mantener 
constante la ventilación alveolar y, por tanto, la PCO2.  
En efecto, la PCO2 depende de la ventilación alveolar (VA) y de la producción de CO2 
(procedente del metabolismo celular de los órganos e inexistente en el presente modelo 
de órgano aislado):  
PCO2 =  VCO2 / VA  
Por otro lado, la VA depende del volumen alveolar y de la frecuencia respiratoria (FR). 
VA = volumen alveolar x FR 
El VT tiene dos componentes: el volumen que participa en el intercambio gaseoso 
(volumen alveolar) y el que no participa en el intercambio gaseoso (VD):  
VT = volumen alveolar + VD 
Por tanto, 
volumen alveolar = VT - VD 
Al aumentar el VT en el grupo sometido a VM con VT elevado, aumenta el volumen 
alveolar y la VA, disminuyendo la PCO2.  
Con el objeto de evitar que disminuya la PCO2 al aumentar el VT y, por tanto, el volumen 
alveolar y la VA, se aumenta el VD en el presente modelo para que el volumen alveolar (y, 
por tanto, la PCO2) permanezca constante. 
En experimentos de ensayo-error se llegó a conocer la cantidad de espacio muerto que 
era necesario añadiendo más longitud a la tubuladura del respirador hacia el pulmón, 
necesaria para que la PCO2 permanezca constante durante el experimento. 
La comparación de los valores de pH, pCO2, bicarbonato, exceso de bases y lactato 




los dos grupos (VT bajo y VT elevado). Asimismo, tras el período de VM, ninguna de las 
variables cambió significativamente (Tabla 2). 
En nuestros resultados, la ausencia de cambios en el equilibrio ácido-base en la PO2 y 
PCO2 es fundamental y de gran interés para la correcta interpretación de los cambios en 
otras variables estudiadas, particularmente en la expresión génica y mediciones que 
reflejan en general la respuesta inflamatoria que son sensibles a las condiciones ácido-
base.  
En efecto, el objetivo del diseño del presente modelo es definir unas condiciones en las 
que se pueda discernir los efectos del estiramiento (stretch) y del biotrauma (inducido por 
la VM con VT elevado) de otros cambios asociados al uso de un VT elevado (e.g., alcalosis 
en el contexto de la hipocapnia). 
Aunque algunos estudios previos, utilizando modelos similares ex vivo, no contemplan las 
variaciones de pH y PCO2 entre los grupos sometidos a VT bajo y VT elevado (120, 156, 
165, 167), sí son datos tenidos en cuenta por parte de otros investigadores (163, 164). La 
investigación realizada por Kapetanakis et al., justifica la importancia de la valoración de 
estas variables, pues en un modelo de VILI experimental ex vivo mostraron como la 
acidosis hipercápnica atenuaba el desarrollo de edema pulmonar inducido por el VILI 
siendo este fenómeno apoyado también por varios investigadores (163, 164). 
En resumen, nuestros resultados indican, en el contexto del objetivo 1 planteado en la 
presente investigación, que el protocolo de ventilación ex vivo de pulmón perfundido con 
KS se asocia con cambios característicos de DPA, incluyendo empeoramiento de las 
condiciones mecánicas del pulmón, cambios histológicos consistentes con DAD, aumento 





2. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS DEL
OBJETIVO 2: DEMOSTRAR QUE LA 
VENTILACIÓN DE PULMÓN AISLADO CON VT 
ELEVADO SE ASOCIA CON UNA RESPUESTA 
INFLAMATORIA LOCAL 
Las alteraciones anteriormente discutidas en la mecánica, estructura, permeabilidad 
alveolo-capilar y daño celular pulmonar, suceden en el contexto de una respuesta 
inflamatoria.  
Estudios previos han documentado el desarrollo de esta respuesta inflamatoria inducida 
por la VM utilizando VT elevados, demostrando una elevación de mediadores inflamatorios 
en modelos de VILI en rata tanto ex vivo como in vivo (70, 74, 88, 94, 115, 118-120, 123, 
125, 156, 165, 203, 204) . 
El modelo ex vivo de pulmón de rata del presente estudio es claramente diferente de la 
situación in vivo en algunos aspectos: los pulmones sufren isquemia y, debido a la 
inexistencia de la pared torácica, hay una mayor sobredistensión pulmonar al final de la 
inspiración para cada valor de PIP, acompañada de colapso alveolar completo al final de 
la espiración en condiciones de PEEP = 0 (grupo VT elevado). Este factor actúa 
aumentando el daño pulmonar por la apertura y cierre cíclico de unidades alveolares que 
permanecen cerradas durante la inspiración y se abren al aplicar presión positiva en la vía 
aérea durante la espiración (atelectotrauma). 
Este modelo ex vivo de pulmón se ha utilizado para investigar de forma exitosa la lesión 
pulmonar bajo diversas estrategias de ventilación por parte de otros investigadores (18, 
121). 
A la luz de la complejidad y la redundancia de la red de citoquinas, se ha de tener cautela 
en la interpretación de los cambios de la concentración de las citoquinas individuales 
(205-207). En el presente estudio hemos analizado algunas citoquinas que tienen un 




(MIP-2) y respuesta anti-inflamatoria (IL-10), seleccionadas de acuerdo con publicaciones 
previas sobre la patogénesis del DPA (88, 89, 208). 
Los resultados obtenidos en este modelo ex vivo de DPA inducido por la VM son 
consistentes con los hallazgos de otros modelos aislados de pulmón, cultivo de células y 
modelos animales in vivo, así como las observaciones hechas en estudios en pacientes 
(89, 156, 209-213). Estas citoquinas pueden ser un marcador de lesión pulmonar. 
Adicionalmente, su presencia puede también jugar un papel en la patogénesis del DPA 
inducido por la VM (52, 63, 178, 208, 214). 
 
2.1. Inflamación pulmonar 
En la presente investigación se ha evaluado la respuesta inflamatoria pulmonar desde dos 
perspectivas complementarias: mediante la cuantificación de la concentración de 
citoquinas en tejido pulmonar (95, 216-218) y mediante la medición de la expresión de 
genes implicados en la respuesta inflamatoria (215, 217, 219). 
 
2.2. Concentración de citoquinas  
Las citoquinas activan vías de señalización por la activación de receptores específicos 
implicados en la activación de señales que conducen a la expresión de genes. Sin 
embargo, el fin del presente estudio únicamente nos permite concluir sobre una parte de 
la señalización de la respuesta inmune. 
La concentración tisular de IL-6 y (sin alcanzar la significación estadística) IL-10 aumentó 
en el presente modelo, mientras que la concentración de MCP-1 y MIP-2 tendieron a 
disminuir (sin alcanzar la significación estadística) e IL-1β se mantuvo estable. Los 
cambios encontrados indican, pues, una respuesta inflamatoria inducida por la VM con VT 
elevado ex vivo que implica cambios tanto en citoquinas pro- como anti-inflamatorias. El 
papel de la IL-6 es dual. Sin embargo, los cambios encontrados en otras citoquinas 
(disminución de MCP-1, MIP-2 y elevación de IL-10) sugieren un perfil 
predominantemente anti-inflamatorio. Es destacable la ausencia de cambios en la 
concentración de IL-1β, citoquina cuya concentración se encuentra generalmente alterada 
en modelos de ALI y de VILI. Este hallazgo pone de manifiesto las peculiaridades de cada 
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modelo y la necesidad de caracterizar los cambios en cada modelo específico antes de 
planear su uso y diseñar estudios específicos. 
IL-10 se ha implicado como un regulador importante de las funciones de células linfoides 
y mieloides. La capacidad de IL-10 para bloquear la activación de la síntesis de citoquinas 
y varias funciones de los macrófagos hace de esta citoquina un potente supresor de las 
funciones efectoras de los macrófagos, células T y células NK, tal y como ha sido 
defendido por diversos autores (89, 210, 211). Hofstetter et al., mostraron que la IL- 10 
nebulizada en los pulmones en concentraciones terapéuticas eficaces provoca efectos 
anti-inflamatorios en las células inmunocompetentes que son comparables a los ya 
conocidos a partir de su administración intravenosa en endotoxemia experimental (210). 
Lee et al., sugieren que la IL -10 juega un papel importante en la protección de células 
epiteliales fetales de tipo II tras someterlas a VM (211). Hoegl et al., muestra como la 
inhalación profiláctica de IL -10 mejora la supervivencia y la lesión pulmonar se ve 
reducida en un modelo de VILI experimental (89). Los resultados indican que este efecto 
puede estar mediado por la inhibición de la inflamación inducida por el estrés y biotrauma 
pulmonares. Este efecto de la IL10 ha podido provocar en el presente trabajo, junto al 
aumento de IL-6, la disminución del resto de citoquinas. Todos estos datos se ven 
apoyados en los hallazgos de otros investigadores (89, 210, 211). 
En modelos animales, varios estudios previos han probado el desarrollo de una respuesta 
inflamatoria inducida por la VM utilizando VT elevados, demostrando el papel de diferentes 
mediadores inflamatorios (TNFα, IL-6, MIP-2, IL-10 entre otros) en modelos de VILI en 
rata, tanto ex vivo como in vivo  (88, 94, 119, 120). 
Tremblay et al., en un modelo de pulmón aislado no perfundido de rata en presencia o 
ausencia de un estímulo inflamatorio preexistente (LPS) y tras ser sometidos a distintas 
estrategias lesivas de ventilación durante dos horas describieron la elevación de TNFα, 
IL-1β, IL-10, IL-6 y MIP-2 en el LBA, apoyando el papel de las citoquinas tanto para iniciar 
como para propagar localmente y de forma sistémica la respuesta inflamatoria (120). 
Chiumello et al. en un modelo in vivo de VILI inducido en ratas mediante aspiración de 
ácido seguida de cuatro horas de VM, encuentran a partir de dos horas de VM elevación 
de los niveles de MIP-2 y TNFα en el LBA (94). Haitsma et al., midieron estos productos 




en los animales ventilados con parámetros normales se elevaban ligeramente IL-6 y MIP-
2. Los cambios en la concentración de citoquinas eran más marcados cuanto más lesiva 
fuera la estrategia de ventilación empleada. La respuesta inflamatoria es dependiente del 
tiempo, pues fue más marcada al minuto 240 que al minuto 90 de VM, igual que han 
documentado otros investigadores (203). Ricard et al encontraron en pulmones de 
ratones ventilados ex vivo no perfudidos durante 2 h y tratados con LPS elevación de la 
IL-1 en el grupo ventilado con VT =42 ml/kg versus VT =7 ml/kg, mientras que la 
concentración de TNFα no difirió en los dos grupos (220). Varios investigadores 
analizaron en un modelo VILI la presencia de TNF-α, IL-1-β, IL-6 e IL-10 en tejido 
pulmonar tal y como se realiza en el presente modelo, obteniendo resultados similares 
(70, 132, 144, 221-223). 
Por tanto, los diferentes modelos de DPA inducido por la VM encuentran en general un 
aumento de citoquinas consistente con una respuesta pro-inflamatoria que es tiempo 
dependiente. Sin embargo, nosotros encontramos, tras 2.5 h de VM con VT elevado, 
cambios en la concentración de citoquinas cuyo patrón indica quizá más un perfil anti- que 
pro-inflamatorio. Esta aparente discrepancia podría explicarse en el contexto de las 
siguientes consideraciones.  
Primero, el desarrollo de la respuesta inflamatoria es tiempo dependiente, como se ha 
demostrado en la variabilidad de estas citoquinas en otros estudios. Es posible que el 
perfil definido por los cambios en la concentración de las diferentes citoquinas analizadas 
fuera diferente en otros puntos en el tiempo durante la aplicación de la estrategia 
ventilatoria correspondiente.  
Segundo, ninguno de los estudios citados más arriba ha utilizado un modelo de 
ventilación de pulmón aislado ex vivo y perfundido por KS. Es posible que la perfusión con 
solución de Krebs determine cambios en la concentración de citoquinas en el tejido 
pulmonar o en el espacio alveolar diferentes que en condiciones de no perfusión. 
Asimismo, ha de considerarse que las mediciones en estudios previos ex vivo se realizan 
con frecuencia en el LBA (74, 89, 124, 153, 156, 172) y en menor medida en suero (e.g., 
líquido de perfusión) (74, 89, 124, 153) pero no en tejido pulmonar.  
Tercero, como se verá más abajo, nosotros encontramos cambios en la expresión génica 
indicativos de una respuesta pro-inflamatoria. Los cambios en la expresión génica se 
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relacionan de forma compleja con los cambios en la concentración de las proteínas 
correspondientes y con frecuencia son cambios no coincidentes. Esta falta de 
coincidencia puede deberse a feed back negativo en la expresión génica en condiciones 
en que la concentración de la proteína aumenta, a feed back positivo sobre la expresión 
génica si la concentración de la proteína disminuye, o al tiempo necesario para que la 
transcripción del RNA mensajero sufra el proceso de traducción. 
Cuarto, nuestro modelo se caracteriza por otros cambios que indican el desarrollo de una 
respuesta pro-inflamatoria, como son los que sugieren formación de edema (e.g., 
deterioro de la mecánica pulmonar, apariencia visual de los pulmones al final del período 
de VM, cambios histológicos consistentes con DAD). 
Estudios en humanos también han documentado el papel de las citoquinas estudiadas en 
la patogénesis del DPA y, de forma más específica, del daño pulmonar inducido por la 
VM. Por ejemplo, se ha descrito una elevación de la concentración de IL-6 en el LBA de 
pacientes con riesgo de SDRA (224-226). Se debate sobre cuál es la función exacta de la 
IL-6, puesto que es conocido que su papel puede ser tanto pro- como anti-inflamatorio en 
modelos de VILI en ratones, dependiendo del modelo utilizado (212, 226-231).  
Donnelly et al. (232) encontraron que pacientes con SDRA que fallecieron presentaban 
una concentración baja de IL-10 en el LBA durante el inicio del síndrome, sugiriéndose 
una inadecuada contra-regulación de la respuesta inflamatoria pulmonar. Estos resultados 
subrayan la importancia del desequilibrio pro-inflamatorio / anti-inflamatorio en el SDRA. 
Este concepto ha sido elaborado por Halbertsma et al (88), quien propuso que el equilibrio 
entre citoquinas pro-inflamatorias (TNFα, IL-1, IL-6, IL-8) y citoquinas anti-inflamatorias 
(IL-10) es determinante del tipo de repuesta inmune encontrada.  
Estas publicaciones muestran que la respuesta inflamatoria pulmonar producida por la 
VM, tanto ex vivo como in vivo, resulta muy heterogénea, reflejando la complejidad de la 
cascada de citoquinas. 
Nuestros resultados encuentran, pues, cambios en la respuesta inflamatoria. Aun cuando 
la concentración de proteínas en el tejido pulmonar indica quizá un perfil anti-inflamatorio, 
otros cambios encontrados en la presente investigación, como son el aumento de la 
permeabilidad alveolocapilar y otros cambios sugerentes de formación de edema 
pulmonar (como son el aumento de la concentración de proteínas en el LBA y la 
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apariencia visual de los pulmones al final del periodo de VM), así como los cambios 
detectados en la expresión génica (vide infra), indican claramente una respuesta pro-
inflamatoria.  
Aun cuando el presente diseño no permite explicar las posibles causas de las 
discrepancias observadas entre nuestros resultados y los descritos en otros estudios, 
nuestros resultados sugieren que el perfil de la respuesta inflamatoria puede ser diferente 
si las mediciones se realizan en tejido pulmonar o en fluido de LBA, o en modelos de 
ventilación ex vivo perfundidos o no perfundidos. 
2.3. Expresión génica 
Los estudios sobre expresión génica en la presente investigación documentan asimismo 
profundos cambios en la respuesta inflamatoria. Nuestro estudio sigue la misma línea que 
las investigaciones previas respecto a la expresión de genes (99, 119, 120, 213, 217, 219, 
233), observándose un aumento de expresión génica tras someter a los pulmones a VT 
elevado. La expresión de los genes de MCP-1 y MIP-2 (equivalente murino a IL-8 
humana) y (sin alcanzar la significación estadística) IL-6, IL-10 y TNF-α presentó un 
aumento en el grupo sometido a VT elevado en comparación con el grupo sometido a VT 
bajo (Fig. 16). Estos cambios indican una respuesta inflamatoria compleja que afecta 
tanto a genes implicados en la respuesta pro- como anti-inflamatoria. 
Encontramos concordancia entre la concentración de citoquinas y la expresión génica 
para la IL-6, y IL-10.  
Sin embargo, la concentración tisular de MCP-1 y MIP-2 disminuyó, mientras que la 
expresión génica correspondiente mostró un aumento significativo (Fig. 15). No es 
esperable que exista una perfecta concordancia entre los cambios en la concentración de 
citoquinas y los cambios en la expresión génica correspondiente, como se ha discutido 
más arriba. Por otro lado, el presente diseño no permite explicar las causas concretas de 
los cambios de la expresión génica y de la concentración de citoquinas, o de la 
discordancia entre la concentración de proteína y la expresión génica correspondiente en 




En resumen, nuestro modelo se asocia con una respuesta inflamatoria que se puede 
documentar tanto mediante la medición de citoquinas en el tejido pulmonar como 
mediante la determinación de la expresión génica de genes implicados en la respuesta 
inflamatoria. Es importante reconocer que los resultados son posiblemente dependientes 
de la muestra (tejido versus fluido de LBA) del tipo de modelo ex vivo utilizado (perfundido 
versus no perfundido) y del punto en el tiempo en que se realizan las determinaciones. La 
demostración de estos cambios es fundamental para documentar la validez del modelo 
puesto que una característica esencial del daño pulmonar agudo es el desarrollo de una 
respuesta inflamatoria tisular. 
 
 
2.4. Estrés nitro-oxidativo  
La activación de la respuesta inflamatoria se acompaña de un aumento del estrés nitro-
oxidativo. El aumento de la producción de ROS y RNS caracteriza al aumento del estrés 
oxidativo.  
Los radicales libres causan numerosos efectos negativos sobre procesos celulares y 
moleculares. Los procesos oxidantes pueden producir daño y muerte celular modificando 
o alterando la estructura (e.g., membranas celulares) y función (e.g., sistemas energéticos 
celulares), conduciendo a la muerte celular. 
Muchas alteraciones tanto agudas como crónicas se caracterizan por una acumulación de 
células inflamatorias activadas en la vía aérea distal y en los alveolos. Los fagocitos 
activados producen radicales de oxígeno altamente tóxicos que, junto al aumento de 
fagocitos locales, amplifica la carga oxidante sobre el tejido pulmonar. Numerosas líneas 
de investigación apoyan el hecho de que los radicales libres de oxígeno en el pulmón 
juegan un papel muy importante en la patogénesis del daño pulmonar (100, 215, 234-
238).  
La inducción de enzimas antioxidantes citoprotectoras locales en respuesta a insultos 
estresantes es capital para la detoxificación celular de ROS y RNS, y para el 
mantenimiento de la homeostasis y equilibrio redox celular. Estudios recientes han 




ROS y desequilibrio redox en el epitelio pulmonar así como en las células endoteliales in 
vitro (215, 239, 240). Nuevas pruebas experimentales en modelos animales sugieren que 
el estrés oxidativo tiene un papel en el desarrollo y agravamiento de diversos síndromes 
clínicos como DPA, SDRA, sepsis, shock, y la cirugía mayor (235, 241). Otros estudios 
muestran una disminución de la actividad antioxidante y un aumento de los marcadores 
de estrés oxidativo plasmáticos en los pulmones sometidos a VM in vivo en consonancia 
con los estudios in vitro (236, 241).  
Basado en estas observaciones, nuestro grupo planteó previamente la hipótesis de que la 
VM con VT elevado se acompaña de un aumento del estrés oxidativo y de la formación de 
peroxinitrito y que el peroxinitrito tiene un papel en el daño celular y pulmonar asociado a 
la VM, como se ha sugerido previamente (155). De acuerdo con esta hipótesis, hemos 
demostrado en estudios previos en nuestro modelo in vivo nitración de proteínas en tejido 
pulmonar de ratas sometidas a VM con VT elevado (242). Asimismo, en un reciente 
estudio hemos demostrado que la administración in vivo de MnTMPyP (un catalista de la 
descomposición de peroxinitrito, la principal especie nitrante en condiciones de 
inflamación), y 3-AB (un inhibidor de la enzima PARP, enzima activada por el 
peroxinitrito), se asocia con una atenuación del daño y disfunción pulmonares asociado a 
la VM con VT elevado (243). 
Adicionalmente, hemos demostrado disfunción vascular in vitro en anillos de aorta 
procedentes de animales sometidos a daño pulmonar inducido por la VM (102), como se 
discutirá más abajo. Nuestros resultados previos (102), indicando una mejoría de la 
función vascular tras el tratamiento in vitro con MnTMPyP y con tempol, apoyan el 
concepto de que la formación de radicales libres y de peroxinitrito tiene un papel en la 
disfunción de órganos (vascular en este caso) asociada al daño pulmonar inducido por la 
VM.  
Los hallazgos de un aumento del estrés nitro-oxidativo en animales sometidos a daño 
pulmonar inducido por la VM están en consonancia con estudios previos en otros modelos 
semejantes in vivo (100, 155, 215, 239). Chapman et al. (239) mostró que el estiramiento 
de células epiteliales del pulmón en el VILI produce un aumento de la producción de ROS. 
Vaschetto et al. (155) sugirieron en un modelo de VILI en rata que la inhibición 
farmacológica de la activación de la PARP por el peroxinitrito atenuaba el daño pulmonar. 
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Papaiahgari et al. (215) demostraron que la modulación del estrés oxidativo inducido por 
VM confiere protección sobre el daño celular. Syrkina et al. (100) demostraron que el 
tratamiento con N-acetil cisteina (agente antioxidante) disminuye, no sólo el estrés 
oxidativo, sino también la producción de citoquinas y el consecuente influjo de neutrófilos 
producido por la VM lesiva. Quinlan et al. (39) mostró que pacientes no supervivientes de 
SDRA presentan mayores niveles de estrés oxidativo que los supervivientes. 
Así, pues, en nuestro modelo in vivo de daño pulmonar hemos demostrado aumento del 
estrés nitro-oxidativo. En el presente estudio anticipamos en este contexto que la 
respuesta inflamatoria asociada a VM con VT elevado se acompaña de un aumento del 
estrés nitro-oxidativo, tal como se ha documentado in vivo por nuestro equipo en modelos 
animales y en pacientes (100, 102, 237, 238, 244-247). 
Sin embargo, en contra de la hipótesis inicialmente planteada, no hemos encontrado un 
aumento significativo de la inmunofluorescencia a 3-N-tyr ni de la fluorescencia a DHE (un 
marcador de la producción de radicales libres en general) en pulmones ventilados con VT 
elevado.   
En efecto, en el contexto de la marcada respuesta inflamatoria demostrada en nuestro 
modelo, acompañada de cambios en la permeabilidad alveolocapilar y en la estructura y 
función pulmonares, es esperable que existan también otros cambios asociados a la 
respuesta inflamatoria y a la formación de edema, como es el aumento del estrés nitro-
oxidativo. Varias explicaciones pueden ser propuestas para justificar este hallazgo 
negativo. 
Primero, es posible que el desarrollo de cambios indicativos de estrés nitro-oxidativo y 
detectables mediante técnicas de fluorescencia (utilizadas en el presente estudio) 
requiera una mayor duración del período de VM que el utilizado en el presente estudio tal 
y como sugieren otros estudios (248). En un modelo de VILI, Chacon-Cabrera et al., en un 
estudio llevado a cabo en nuestro grupo (248),  se muestra que el estrés oxidativo no se 
produce en órganos distantes o en los músculos esqueléticos de los roedores hasta 
después de varias horas de VM con volúmenes tidal de moderados a altos, aunque los 
niveles de oxidación de proteínas se incrementan en los pulmones de los animales con un 
menor tiempo de ventilación.  
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Segundo, es posible que en el modelo in vivo la concurrencia de otros muchos tipos 
celulares y tejidos contribuya a un mayor daño que en el caso del pulmón ventilado ex 
vivo.  
Tercero, es posible que específicamente la concurrencia de elementos sanguíneos, 
ausentes en el modelo de ventilación ex vivo y perfusión con solución de Krebs, sea 
necesaria para el desarrollo de estrés nitro-oxidativo. Esta última explicación constituye de 
hecho una de las hipótesis del presente estudio, que fue probada y cuyos resultados 
serán discutidos a continuación.  
Finalmente, hay que considerar que el perfil de los cambios en la concentración de 
citoquinas aquí descrito puede ser considerado como anti-inflamatorio, aunque una más 
adecuada definición de este perfil requeriría otras mediciones que las contempladas en la 
presente investigación. En este contexto, la ausencia de aumento del estrés nitro-
oxidativo podría ser considerada como una manifestación de este perfil anti-inflamatorio. 
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3. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS DEL
OBJETIVO 3: DEMOSTRAR QUE LA 
COMPOSICIÓN DEL LÍQUIDO DE PERFUSIÓN 
MODIFICA LOS CAMBIOS INDUCIDOS POR LA 
VENTILACIÓN CON VT ELEVADO 
El modelo de ventilación ex vivo de pulmones perfundidos con solución de Krebs (KS) 
descrito en los objetivos 1 y 2 de la presente memoria, se asocia con cambios en la 
función y en la respuesta inflamatoria del pulmón. El modelo es, pues, adecuado para el 
estudio del daño pulmonar asociado a la VM y de la patogénesis del daño pulmonar 
agudo en general.  
Sin embargo, cabe preguntarse si algunos de los cambios descritos y, específicamente, la 
ausencia de resultados positivos esperados (como es el caso, por ejemplo, de la ausencia 
de cambios en el estrés nitro-oxidativo), pueden estar modulados por la composición del 
líquido de perfusión. 
El pulmón se encuentra perfundido por sangre en condiciones fisiológicas. Sin embargo, 
en el presente modelo la composición del líquido de perfusión es asanguínea y contiene 
exclusivamente los componentes de la solución de Krebs. Esta característica del modelo 
es una peculiaridad que ha de considerarse para una correcta interpretación de los 
resultados.  
La perfusión con un líquido artificial permite el estudio de los cambios en el pulmón 
debidos exclusivamente a la contribución de los elementos celulares presentes en el 
órgano, en ausencia de la influencia de otros tejidos y de la sangre. Sin embargo, puede 
ser deseable utilizar en el modelo de ventilación pulmonar ex vivo condiciones de 
perfusión fisiológicas, es decir, con sangre autóloga como parte de la composición del 
líquido de perfusión.  
Como se ha descrito en detalle en la sección de Métodos, la adición de elementos 
sanguíneos al líquido de perfusión supone un aumento notable de la complejidad del 
modelo, que requiere una mayor dependencia del adiestramiento manual del operador y 
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un protocolo específico. Sin embargo, la perfusión con elementos sanguíneos puede tener 
interés, bien para aproximarse a condiciones fisiológicas en el modelo experimental, o 
bien para estudiar específicamente los efectos de la presencia de elementos sanguíneos 
en el líquido de perfusión. En la presente investigación planteamos estudiar qué 
diferencias se pueden documentar en el modelo de ventilación ex vivo en presencia 
versus ausencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión. 
Aunque previamente se ha comprobado en otros estudios que la presencia de la línea 
roja celular en el KS perfundido mejoró la integridad funcional y estructural del pulmón 
(249-251), apenas existen antecedentes sobre los efectos de la presencia de sangre en el 
líquido de perfusión en el modelo de ventilación pulmonar ex vivo. Kraft et al. (249) 
demostraron, en pulmones perfundidos de conejo, que la adición de sangre resultó en una 
hipertensión pulmonar durante la última hora de la perfusión pero no edema pulmonar o 
aumento de la permeabilidad macromolecular, apoyando nuestra hipótesis de que el 
edema observado se desarrolla en el contexto de inflamación inducida por la ventilación 
mecánica y no se debe a la perfusión de KS. 
Para demostrar el efecto de la presencia de elementos sanguíneos en la composición del 
líquido de perfusión, se compararon los cambios en las variables de estudio observados 
en pulmones perfundidos con solución de Krebs sin elementos sanguíneos (KS) con los 
cambios observados en pulmones perfundidos con solución de Krebs a la que se 
adicionaron elementos sanguíneos (KS+S) (sangre autóloga, ver Métodos).  
3.1. Consideraciones generales sobre la composición del 
líquido de perfusión 
La composición del líquido de perfusión es un aspecto metodológico de gran importancia 
para mantener estable la preparación perfundida. Una alteración en la composición del 
líquido de perfusión puede modificar la respuesta inflamatoria y la formación de edema en 
los pulmones perfundidos. 
El líquido de perfusión debe presentar una presión osmótica y oncótica similares a la 
sangre normal. Por otro lado, el líquido de perfusión debe proporcionar una fuente de 




(252). En nuestro modelo seguimos estas normas de forma que los procesos celulares 
normales fueron preservados (253). 
Los efectos de la composición del líquido de perfusión en cuanto a la concentración de 
coloides han sido analizados en numerosos estudios y, de forma particular, el papel de la 
albúmina. Chang et al (254) demostraron que 5 g/dl de albúmina en el líquido de perfusión 
proporcionaba protección contra la formación de edema. La adición de albúmina en el 
líquido de perfusión parece asociarse con más beneficios que los debidos simplemente al 
mantenimiento de un medio oncótico-osmótico adecuado (255) ya que también se han 
mostrado efectos positivos sobre el transporte de nutrientes y la eliminación de toxinas de 
las células durante la perfusión (256). En nuestro trabajo incorporamos con esta intención 
una solución Krebs-Henseleit (KS) enriquecida con un 4% de albúmina sérica bovina, 
composición utilizada en los protocolos correspondientes a los objetivos 1 y 2 (vide 
supra). 
Otras modificaciones en nuestro modelo respecto a la composición de líquido de 
perfusión que lo aproximan más al contexto clínico que a continuación detallamos son la 
adición de carbógeno (20% O2, 75% N2, 5% CO2), la incorporación de doble base, la 
adición de sangre autóloga y el mantenimiento de la temperatura a 37ºC. 
Numerosos artículos han definido el comportamiento metabólico de los pulmones, tanto 
sanos como dañados, en el contexto de la perfusión ex vivo (257-259). Un descubrimiento 
llamativo fue que los pulmones producen cantidades considerables de lactato (252, 260). 
De hecho, el 40%-60% de la glucosa utilizada por el pulmón se metaboliza a lactato. Sin 
embargo, un aumento excesivo de la concentración de lactato en el líquido de perfusión 
podría inhibir potencialmente la glicólisis, una vía metabólica fundamental a la hora de 
preservar la viabilidad del pulmón (261). Aunque el efecto Pasteur (aumento del 
metabolismo de carbohidratos bajo hipoxia) se ha descrito en los pulmones, se requeriría 
una hipoxia muy severa para que supusiese un cambio significativo (262, 263). En 
nuestro modelo prevenimos este proceso mediante la adición de carbógeno (20% O2, 
75% N2, 5% CO2), incorporando O2 al líquido de perfusión al mismo tiempo que el 
burbujeo evita la precipitación de Ca2+ y la formación, por tanto, de carbonato cálcico con 




doble base para evitar variaciones apreciables del pH durante el experimento 
potencialmente producidas por el lactato, carbonato cálcico y albúmina.  
 
 
3.2. Papel de los elementos sanguíneos en el líquido de 
perfusión 
La utilización de líquido de perfusión con elementos sanguíneos en el presente modelo 
obedece a diferentes criterios. En primer lugar, el papel conocido de las células blancas 
en la respuesta pulmonar inflamatoria al VILI. En efecto, las citoquinas son producidas por 
las células epiteliales de bronquios, bronquiolos y alveolos, pero también por macrófagos 
y neutrófilos alveolares. Estudios experimentales en animales con depleción de neutrófilos 
demostraron una importante reducción en la gravedad del VILI (169). 
En segundo lugar, el hallazgo en experimentos piloto en nuestro laboratorio de una 
respuesta inflamatoria diferente en pulmones ventilados ex vivo con líquido de perfusión 
sin elementos sanguíneos o con elementos sanguíneos (vide infra) (264, 265). 
Por ello, en nuestro estudio hemos valorado el efecto de la composición del líquido de 
perfusión (con y sin sangre autóloga). Hemos analizado, pues, el efecto de la VM en dos 
condiciones: con perfusión con KS y con perfusión con KS al que se adiciona sangre 
autóloga (KS+S). Aunque hubo un similar deterioro de la mecánica respiratoria (PIP) y un 
similar aumento del score de daño pulmonar en pulmones ventilados con volúmenes altos 
en los grupos KS y KS+S, se han observado numerosas diferencias en determinados 
aspectos (en comparación con lo obtenido en el grupo KS). 
Concretamente, los pulmones perfundidos con KS+S, en comparación con los 
perfundidos con KS, presentaron al recibir VM con VT elevado: 
1. mayor aumento de la actividad de LDH en el LBA; 
2. mayor aumento de la actividad de ALT, AST y LDH en el líquido de perfusión; 
3. menor concentración de IL-6 y MCP-1 y mayor concentración de IL-10 en tejido 
pulmonar; 
4. menor expresión génica de MCP-1 y MIP-2; 
5. aumento del estrés nitro-oxidativo. 
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En resumen, la presencia de elementos sanguíneos se asocia con diferentes cambios en 
la respuesta inflamatoria y en el grado de estrés nitro-oxidativo al administrar VM con VT 
elevado. La descripción de este diferente fenotipo dependiente de la composición del 
líquido de perfusión ha de ser considerado en el diseño de estudios sobre la patogénesis 
del daño pulmonar. 
En términos generales, como será detallado a continuación, la ausencia de literatura 
sobre el efecto de la composición del líquido de perfusión (específicamente de la 
presencia de elementos sanguíneos) en los cambios inducidos por la VM en pulmones 
ventilados ex vivo, hace que gran parte de la discusión de nuestros resultados esté 
basada en los efectos putativos, basados en otros modelos y en el conocimiento 
fisiológico de la presencia de elementos sanguíneos sobre la respuesta inflamatoria.  
3.3. Mecánica respiratoria: cambios en la PIP y estudio 
histológico 
Las alteraciones fisiopatológicas encontradas (vide infra) al administrar VM con VT 
elevado se acompañan de cambios en la mecánica respiratoria, como son el aumento de 
aproximadamente un 50% de la PIP, en comparación con el grupo ventilado con VT bajo. 
Este aumento se produce de forma progresiva desde el inicio del período de VM (Fig. 18). 
Por otro lado, los pulmones ventilados con VT elevado presentaron daño pulmonar 
histológico.  
Como se ha discutido más arriba, los pulmones perfundidos con KS+S y con VT elevado 
presentaron a lo largo del tiempo una elevación de la PIP, mientras que los ventilados con 
VT bajo no presentaron cambios en la PIP durante el período de observación de 2,5h. La 
elevación de la PIP en los pulmones ventilados con VT elevado fue similar en el grupo KS 
y en el grupo KS+S (Fig. 19). Estos resultados indican que la composición del líquido de 
perfusión no afecta al deterioro en la mecánica pulmonar inducido por la VM utilizando VT 
elevado.  
Debido a que apenas existen antecedentes sobre los efectos de la presencia de sangre 
en el líquido de perfusión en el modelo de ventilación pulmonar ex vivo con volúmenes 
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tidales elevados, no existen otros estudios en la literatura que hayan analizado el efecto 
sobre el cambio de la PIP o los cambios histológicos. 
La consistencia de este hallazgo en el contexto de otros cambios asociados a la 
presencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión (vide infra) ha de ser 
discutida. Como se menciona posteriormente, la perfusión con KS+S se asoció con una 
diferente respuesta inflamatoria al aplicar VM con VT elevado, en comparación con el 
grupo perfundido con KS. Sin embargo, estos cambios en la respuesta inflamatoria no se 
acompañaron de una diferente mecánica pulmonar o histología al aplicar VM con VT 
elevado en el grupo KS+S en comparación con el grupo KS. Por otro lado, hemos 
discutido: (i) que el deterioro de la mecánica pulmonar y los cambios histológicos se 
deben, de acuerdo con nuestra interpretación de los presentes resultados, a un aumento 
de la formación de edema en el contexto del biotrauma inducido por la VM con VT 
elevado; (ii) la formación de edema se explica en el contexto de la respuesta inflamatoria. 
Se planea, pues, la cuestión de cómo se explica una menor respuesta inflamatoria (como 
se discute más abajo) en ausencia de cambios en otras variables sensibles a la formación 
de edema (cambios en la PIP) y en la histología (que refleja la respuesta inflamatoria). 
Es posible que los cambios en la respuesta inflamatoria a la VM con VT elevado en el 
grupo KS+S versus el grupo KS no sean de suficiente magnitud como para alterar los 
cambios en la mecánica y la histología pulmonares al aplicar VM con VT elevado. En 
efecto, el deterioro de la mecánica pulmonar (aumento de la presión en la vía aérea) se 
debe, según sostenemos, al aumento de la formación de edema, el cual ha de estar en 
relación con la respuesta inflamatoria. Sin embargo, es fisiológicamente plausible 
argumentar que los cambios en la respuesta inflamatoria han de alcanzar cierta magnitud 
para modificar las variables utilizadas sensibles a la formación de edema (presión en la 
vía aérea) y los cambios histológicos (identificados en la presente investigación mediante 
microscopía óptica).  
Por tanto, nuestra interpretación de la ausencia de efecto de la perfusión con KS+S (en 
comparación con KS) en los cambios en la mecánica pulmonar y en la histología 
inducidos por la VM con VT elevado es que la modulación de la respuesta inflamatoria por 
la presencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión no alcanzó la magnitud 
suficiente como para cambiar la formación de edema durante la VM con VT elevado.  
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3.4. Permeabilidad alveolo-capilar 
La elevación de la concentración de proteínas en el fluido de LBA asociada a la 
administración de VT elevado fue ligeramente menor (p=0,066) en el grupo perfundido con 
KS+S que con KS. Podría especularse, aunque la diferencia no alcanza la significación 
estadística, que la presencia de elementos sanguíneos podría ejercer un cierto efecto 
protector sobre la permeabilidad alveolocapilar, atenuando la hiperpermeabilidad en 
condiciones de VM con VT elevado.  
A este respecto existe escasa bibliografía en la literatura sobre los efectos de sangre en el 
líquido de perfusión en un modelo de ventilación pulmonar ex vivo. Sin embargo, Kraft et 
al. (249) demostraron que pulmones de conejo perfundidos con líquido de perfusión con 
elementos sanguíneos con un hematocrito de 10 o 20% no desarrollaron edema pulmonar 
ni aumento de la permeabilidad macromolecular, mejorando la integridad funcional y 
estructural del pulmón. Nuestros resultados discrepan en el sentido de que nosotros no 
observamos (en los pulmones sometidos a VT bajo) una menor concentración de 
proteínas en el fluido de LBA en presencia de elementos sanguíneos (KS+S) en 
comparación con ausencia de elementos sanguíneos (KS). La ausencia en nuestro 
modelo (en pulmones sometidos a VT bajo) de una menor concentración de proteínas en 
el LBA en condiciones de perfusión con KS+S versus KS puede deberse a la particular 
composición del líquido de perfusión diseñada en el presente estudio para evitar la 
formación de edema durante la VM. 
Sin embargo, los resultados de Kraft (249) indicando en su modelo un efecto protector de 
la presencia de sangre en el líquido de perfusión sobre la integridad de la barrera 
alveolocapilar se encuentran en consonancia con nuestro hallazgo de una menor (sin 
alcanzar la significación estadística) permeabilidad alveolocapilar en pulmones 
perfundidos con KS+S en comparación con KS. 
Los resultados de una menor elevación de la concentración de proteínas en el LBA al 
aplicar VT elevado (en comparación con VT bajo) en animales perfundidos con elementos 
sanguíneos puede interpretarse como un efecto protector de los elementos sanguíneos 
en el líquido de perfusión sobre el aumento de la permeabilidad alveolocapilar inducido 
por la VM con VT elevado. Esta interpretación no sólo es concordante con el estudio de 




los resultados del presente estudio. En efecto, el perfil de la respuesta inflamatoria en los 
pulmones perfundidos con KS+S se puede calificar (vide infra) como anti-inflamatorio. En 
este contexto, es posible que la presencia de elementos sanguíneos atenúe el aumento 
de la permeabilidad alveolocapilar, explicándose así la menor concentración de proteína 
en el LBA. 
Alternativamente, es posible que el aumento de la presión oncótica asociado a la 
presencia de elementos sanguíneos en el grupo KS+S mitigue el aumento de la 
concentración de proteínas en el LBA sin necesidad de invocar un efecto sobre la 
permeabilidad alveolocapilar. Sin embargo, la presión oncótica se debe 
fundamentalmente a la concentración de albúmina en el líquido de perfusión y esta 
concentración fue similar en el grupo KS y en el grupo KS+S. Esta aseveración ha sido 
mantenida por otros investigadores que también afirman que los hematíes por sí mismos 
no contribuyen directamente a la presión oncótica del líquido broncoalveolar (249-251). El 
razonamiento propuesto es que debido al tamaño celular no se alcanza una 
concentración suficiente para producir algún efecto (249-251). 
 
3.5. Daño celular: actividad de AST, ALT y LDH en el LBA 
y en el líquido de perfusion 
Estudios anteriores han documentado la presencia de daño celular en el contexto de la 
VM con VT elevado como se ha descrito en detalle en el cap. 2 (vide supra) (186, 187, 
189, 194). Nosotros también hemos descrito en el presente modelo, en línea con los 
hallazgos de otros estudios, cambios indicativos de lesión celular como son el aumento de 
la actividad de ALT, AST y LDH en el espacio alveolar (186-189, 194). 
En el presente capítulo planteamos la hipótesis de que la adición de elementos 
sanguíneos al líquido de perfusión (KS+S) puede modificar la lesión celular medida 
mediante la determinación de AST, ALT y LDH en el espacio alveolar (LBA) y en el 
espacio intravascular (líquido de perfusión). Encontramos cambios marcados en la 
actividad de estas enzimas en relación con el uso de VM con VT elevado (vide supra) y en 
relación con la composición del líquido de perfusión (KS versus KS+S). A este respecto, 
no existe bibliografía en la literatura sobre los efectos de la presencia de elementos 
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sanguíneos en el líquido de perfusión sobre la actividad de las enzimas determinadas en 
el presente estudio. 
La discusión subsiguiente refleja en gran parte la dificultad de interpretar cambios en la 
actividad enzimática determinada en el LBA y en el líquido de perfusión en el presente 
modelo. En efecto, en este modelo se combinan varios factores que se ven alterados por 
la VM con VT elevado o por la composición del líquido de perfusión: daño celular epitelial 
(que se verá manifestado en el análisis de muestras de LBA), daño celular endotelial (que 
se verá manifestado en el análisis de muestras de líquido de perfusión), cambios en la 
permeabilidad alveolocapilar, cambios debidos a la composición del líquido de perfusión 
per se (presencia de elementos sanguíneos) y cambios debidos al trauma sobre los 
elementos sanguíneos inducidos por el estiramiento tisular en el contexto de la aplicación 
de VM con VT elevado.  
Así pues, los cambios en la actividad de las enzimas determinados (en LBA, en líquido de 
perfusión o la ratio entre ambos) pueden explicarse por daño celular (en el epitelio o en el 
endotelio pulmonar), cambios en la permeabilidad alveolo-capilar o lisis de elementos 
formes presentes en el líquido de perfusión favorecida por el trauma mecánico. 
En el LBA, la elevación de ALT, AST al administrar VT elevado fue similar en KS que en 
KS+S, pero la actividad de LDH fue mayor en KS+S que en KS (Fig. 25). Este hallazgo, 
de difícil interpretación, podría estar relacionado con: (i) la posible hemólisis producida 
tras someter a los pulmones a VM con VT elevado y translocación de moléculas desde el 
espacio intravascular hacia el espacio alveolar; (ii) mayor daño epitelial alveolar en 
presencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión. 
En el líquido de perfusión en los pulmones sometidos a ventilación con VT bajo 
observamos, en el grupo KS+S en comparación al grupo KS, una elevación de la 
actividad de AST y LDH pero no de ALT, de acuerdo con el contenido enzimático de los 
elementos formes de la sangre (Fig. 25). 
En el líquido de perfusión, el aumento significativo de la actividad enzimática al aplicar VT 
elevado (en comparación con VT bajo) en el grupo KS+S, se había observado también en 
el grupo KS. Sin embargo, el aumento de la actividad de las tres enzimas en los pulmones 
sometidos a VT elevado fue mayor en pulmones perfundidos con elementos sanguíneos 




de moléculas del espacio intersticial y alveolar hacia el espacio intravascular; (ii) mayor 
daño endotelial inducido por la VM en presencia de elementos sanguíneos; (iii) hemólisis 
de los elementos formes presentes en el líquido de perfusión debida al trauma mecánico 
inducido por la VM con VT elevado. Este aumento en el líquido de perfusión de pulmones 
sometidos a VM con VT elevado fue muy marcado, alcanzando una actividad enzimática 
mayor que la detectada en el espacio alveolar. Este hallazgo apoya la hipótesis de que 
los cambios en el líquido de perfusión se deben a lisis de elementos formes durante la 
aplicación de VM con VT elevado y que los cambios detectados en el LBA son 
secundarios a los observados en el líquido de perfusión. 
La ratio LBA/líquido de perfusión en KS+S en condiciones de VT bajo (en comparación 
con el grupo KS) fue menor para AST y LDH (pero no fue diferente para la ALT), 
apoyando que la disminución de la ratio es debida a un aumento de la actividad en el 
líquido de perfusión en el contexto del contenido enzimático de los elementos sanguíneos 
que sufren lisis (ricos en AST y LDH pero no en ALT). 
La ratio LBA/líquido de perfusión de ALT y LDH en el grupo KS+S en condiciones de VT 
elevado (que había aumentado en pulmones perfundidos con KS y ventilados con VT 
elevado en comparación con VT bajo) aumentó en menor medida en los pulmones 
perfundidos con KS+S (en comparación con los pulmones perfundidos con KS) al 
comparar VT elevado con VT bajo. Esta falta de aumento de la ratio LBA/líquido de 
perfusión puede explicarse por un aumento del denominador de la ratio (actividad en 
líquido de perfusión) debido (vide supra) a varias causas posibles.  
El paso de moléculas del espacio alveolar hacia el espacio intravascular puede explicar la 
falta de aumento de la ratio al aplicar VT elevado en condiciones de perfusión con KS+S. 
Esta explicación resulta improbable puesto que la actividad de las tres enzimas (en el 
líquido de perfusión de los pulmones ventilados con VT elevado) es superior en el líquido 
de perfusión que en LBA (la ratio es < 1). No es plausible que esta elevación en el líquido 
de perfusión proceda del LBA (lo cual requeriría una translocación contra gradiente de 
concentración de las moléculas).  
Otra explicación es el desarrollo de lesión endotelial inducida por la VM más marcada en 
condiciones de perfusión con KS+S que con KS.  
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Finalmente, el hallazgo podría explicarse también por un efecto mecánico de la VM con 
VT elevado, aumentando la hemólisis de elementos formes sanguíneos presentes en el 
líquido de perfusión. 
En resumen, los resultados descritos en pulmones perfundidos con KS+S son de 
compleja interpretación. No obstante, permiten alcanzar ciertas conclusiones.  
Primero, la determinación de la actividad enzimática de ciertas enzimas de localización 
intracelular, como la ALT, AST y LDH, en el LBA es útil para evaluar el daño pulmonar 
inducido por la VM daño que puede ser de origen epitelial o endotelial.  
Segundo, la determinación en el líquido de perfusión resulta menos útil, pues su 
interpretación es problemática y no permite atribuir los cambios observados a ningún 
mecanismo específico. En efecto, varias explicaciones plausibles pueden dar cuenta de 
cambios en la actividad enzimática en el líquido de perfusión. Por ejemplo, el hallazgo de 
una mayor actividad en el líquido de perfusión en ciertas condiciones (VM con VT elevado 
versus VT bajo, o ventilación con líquido de perfusión KS+S versus KS) puede obedecer a 
diferentes mecanismos. Estos mecanismos incluyen: una mayor lesión celular en los tipos 
celulares en contacto con el espacio intravascular, es decir, las células endoteliales; un 
aumento de la permeabilidad alveolocapilar que permita un mayor paso de moléculas 
desde el espacio intersticial o alveolar hacia el espacio intravascular; y lisis de elementos 
formes presentes en el líquido de perfusión KS+S debida al trauma mecánico asociado al 
estiramiento tisular durante la VM con VT elevado. Como se ha discutido en detalle más 
arriba, se propone la lisis de elementos formes en el líquido de perfusión asociada el 
trauma mecánico como el mecanismo más plausible explicativo de los cambios 
observados. 
3.6. Equilibrio ácido-base 
La documentación de los cambios en el equilibrio ácido-base es fundamental para una 
correcta interpretación de las determinaciones relacionadas con la respuesta inflamatoria 
y la expresión génica, que son dependientes de las condiciones de pH. Como se discutió 
más arriba, la VM con VT elevado en condiciones de perfusión con KS no indujo cambios 
significativos en las variables de equilibrio ácido-base. Asimismo, la ventilación ex vivo 




asoció con ningún cambio en las variables relacionadas con el equilibrio ácido-base ni con 
la PO2 en condiciones de control (ventilación con VT bajo) ni se asoció con cambios en la 
respuesta a la VM con VT elevado (Tabla 4). 
Los resultados discutidos en el presente apartado son de gran importancia para 
documentar la validez del modelo. En efecto, si se hubieran detectado cambios en el pH o 
en las condiciones del equilibrio ácido-base, se podría argumentar que los cambios 
medidos en las variables indicativas de la respuesta inflamatoria podrían deberse a 
cambios en las condiciones de pH más que a cambios inducidos por la VM. La constancia 
de las condiciones de pH en todos los grupos, independientemente de la aplicación de 
VM con VT elevado o de la composición del líquido de perfusión (presencia de elementos 
sanguíneos) hace posible que se pueda atribuir los cambios detectados en la respuesta 
inflamatoria al estiramiento tisular en el contexto de la administración de un VT elevado. 
No existe bibliografía en la literatura que valore el efecto de la adición de elementos 
sanguíneos en el líquido de perfusión sobre equilíbrio ácido-base en un modelo de 
ventilación pulmonar ex vivo que nos permita comparar nuestros resultados. 
3.7. Inflamación pulmonar: Concentración de citoquinas y 
expresión génica 
Hemos identificado (vide supra) el patrón de respuesta inflamatoria inducido por la VM 
con VT elevado, caracterizado por un aumento de la concentración de IL-6 y (sin alcanzar 
la significación estadística) IL-10, acompañado por una disminución (sin alcanzar la 
significación estadística) de la concentración de MCP-1 y MIP-2. La expresión génica de 
MCP-1, MIP-2 y (sin alcanzar la significación estadística) de IL-6, IL-10 y TNF-α aumentó 
al aplicar VM con VT elevado. Se apreció, como se ha discutido en detalle más arriba, una 
concordancia en los cambios en la concentración de proteína y en la expresión génica de 
IL-6 y IL-10, pero ambos cambios fueron discordantes para la MCP-1 y MIP-2. 
Ya se ha discutido el perfil de respuesta inflamatoria inducido por la VM descrito en la 
presente investigación en el contexto de la literatura de daño pulmonar inducido por la 
VM. Es pertinente aquí describir y discutir la modulación, si existe, de la respuesta 
inflamatoria inducida por la VM dependiendo de la composición del líquido de perfusión 
(presencia o ausencia de elementos sanguíneos). 
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La perfusión con KS+S, en comparación con KS, modificó la concentración de citoquinas 
y la expresión génica en condiciones basales (ventilación con VT bajo). En efecto, el 
grupo KS+S presentó, en comparación con el grupo KS, una menor concentración de 
MCP-1 y (sin alcanzar la significación estadística) de MIP-2. Asimismo, la expresión 
génica de MCP-1, MIP-2 y TNF-a fue ligeramente menor en el grupo KS+S en 
comparación con el grupo KS (sin alcanzar la significación estadística). 
Se puede concluir pues, que, en condiciones basales (ventilación con VT bajo) la 
presencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión se asocia con un efecto 
anti-inflamatorio. 
El presente diseño permite, no sólo el análisis de la modulación de la respuesta 
inflamatoria por la presencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión (KS 
versus KS+S) en pulmones ventilados ex vivo en condiciones control (VT bajo), sino 
también el efecto de la perfusión con KS+S en la respuesta inflamatoria inducida por la 
VM con VT elevado. Los cambios encontrados son concordantes con los descritos en 
pulmones ventilados con VT bajo. 
En efecto, el aumento inducido por la VM con VT elevado en la concentración de IL-6 en 
pulmones perfundidos con KS fue atenuado en los pulmones perfundidos con KS+S. Por 
otro lado, el aumento de IL-10 alcanzó la significación estadística en el grupo KS+S 
(p=0,02) pero no en el grupo KS (p=0,06). Asimismo, el aumento de la expresión génica 
de los genes IL-6, IL-10, MCP-1, MIP-2, TNF- fue atenuado por la presencia de 
elementos sanguíneos en el líquido de perfusión (alcanzado la significación estadística 
para el gen de MCP-1 y MIP-2).  
Así pues, los cambios encontrados en la respuesta inflamatoria inducida por la aplicación 
de VM con VT elevado entre el grupo KS y el grupo KS+S apuntan todos en la misma 
dirección.  
En combinación con los hallazgos en pulmones ventilados con VT bajo, la modulación de 
la respuesta inflamatoria asociada a la perfusión con KS+S versus KS al aplicar VM con 
VT elevado nos permite concluir que la adición de elementos sanguíneos al líquido de 
perfusión se asocia con un efecto anti-inflamatorio. Este efecto se aprecia tanto en 
condiciones basales (ventilación con VT bajo) como en la atenuación de la respuesta a 
VM con VT elevado.  
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Nuestros hallazgos de un efecto modulador de la respuesta inflamatoria por la presencia 
de elementos sanguíneos ante un estímulo inflamatorio (la VM con VT elevado) están en 
consonancia con los efectos previamente conocidos de la sangre en otros modelos de 
inflamación (20) o en ciertas condiciones clínicas (20). 
El abordaje más fisiológico para los estudios pulmonares ex vivo es el sistema corazón-
pulmón autoperfundido descrito por primera vez por Starling (266) en 1920 y 
posteriormente modificado por Robicsek et al. (267) a finales de los años 60. Desde que 
se observó la susceptibilidad del sistema vascular-pulmonar a la composición del líquido 
de perfusión y el desarrollo de edema pulmonar (268), el periodo de observación estable 
fue más corto. El uso de sangre en lugar de cristaloides fue publicado por Wang et al., 
Semik et al. y DeCampos et al. (269-271). Sin embargo, sus modelos carecen de 
perfusión pulsátil que es bien conocido como causante de vasoconstricción y edema (269-
271). Teóricamente, el flujo pulsátil debería ser el método de elección tal y como hemos 
utilizado en nuestro modelo. 
La presencia de hematíes no se considera únicamente como importante para el 
transporte de hemoglobina sino que es considerado como un elemento responsable de la 
atenuación del daño pulmonar (272). 
Los efectos de la transfusión de sangre en las funciones del sistema inmunológico han 
sido estudiados en humanos y animales de laboratorio. La sangre ejerce un efecto 
"inmunomodulador", suprimiendo elementos de la respuesta inmune. Estos efectos están 
mediados por leucocitos presentes en los componentes de la sangre y están relacionados 
con la expresión de antígenos HLA clase I y clase II en los leucocitos. También pueden 
contribuir a este efecto el plasma, las plaquetas o los eritrocitos. Estudios en animales y 
en humanos han demostrado disminución de la secreción de IL-2 (55), de la actividad de 
las células NK (273), de la ratio CD4 / CD8 (274) y de la función de los macrófagos (275-
277). 
El efecto de la composición del líquido de perfusión que describimos puede interpretarse 
en el contexto del efecto anti-inflamatorio de los elementos sanguíneos. En efecto, un 
perfil de expresión génica y de concentración de citoquinas más anti-inflamatorio se 
puede asociar con una menor activación de macrófagos y, consiguientemente, menor 
reclutamiento de PMNs y menor hiperpermeabilidad alveolo capilar (180-183). 
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La presente memoria describe aspectos esenciales de la respuesta pulmonar a la VM y la 
modulación de esta respuesta por la presencia de elementos sanguíneos en el líquido de 
perfusión. El hallazgo de un efecto anti-inflamatorio asociado a la presencia de elementos 
sanguíneos en el líquido de perfusión en el presente modelo de ventilación ex vivo de 
pulmones perfundidos es importante por dos razones. Primero, este hallazgo es relevante 
para el conocimiento de los efectos de los elementos sanguíneos sobre la respuesta 
inflamatoria en un modelo de daño pulmonar, caracterizado por inflamación del órgano. 
Segundo y en el contexto de la presente memoria, el hallazgo reportado es también 
importante para conocer las características del modelo y el diferente perfil de respuesta 
inflamatoria dependiendo de las condiciones de la composición del líquido de perfusión 
(ausencia o presencia de elementos sanguíneos). Este conocimiento es esencial para el 
diseño de experimentos y para el planteamiento de hipótesis utilizando el modelo de 
ventilación ex vivo de pulmones perfundidos. 
3.8. Nitración de proteínas y estrés oxidativo 
La nitración de proteínas es un marcador de la presencia de peroxinitrito formado en 
condiciones de inflamación al reaccionar el radical superóxido con el óxido nítrico (NO) 
(100, 155). Ambas especies se encuentran en elevadas concentraciones en el contexto 
de inflamación, como es característico del presente modelo. En efecto, nosotros hemos 
demostrado previamente en un modelo de daño pulmonar inducido por la VM in vivo 
aumento de la nitración de proteínas (estrés nitrosativo) y del estrés oxidativo (estrés 
nitro-oxidativo) (102). 
En discordancia con nuestros resultados en el modelo in vivo, no hemos encontrado 
aumento del estrés nitro-oxidativo en tejido pulmonar en el modelo ex vivo. Las causas de 
esta discrepancia se han discutido en detalle más arriba en la discusión sobre los 
resultados obtenidos en los pulmones sometidos a VM con VT elevado y perfundidos con 
KS. Estas causas tienen más relación probablemente con el curso temporal de los 
eventos y, quizá principalmente, con la necesaria contribución de otros órganos o tipos 




celular a un insulto como es en este caso el estrés nitro-oxidativo en respuesta a la VM 
con VT elevado. 
Sin embargo, en los pulmones perfundidos con KS+S hemos demostrado, a diferencia de 
los pulmones perfundidos con KS, un aumento significativo del estrés oxidativo 
(fluorescencia a DHE) y del estrés nitrosativo (inmunofluorescencia a 3-Nitro-Tyr y 
Western blot para proteínas nitradas) en pulmones ventilados con VT elevado. Este 
hallazgo, en el contexto del interés general de los resultados presentados en la presente 
memoria, resulta de gran importancia para el diseño experimental y el estudio del daño 
pulmonar utilizando el presente modelo de ventilación ex vivo. 
Nuestros resultados documentan la necesidad de la presencia de elementos sanguíneos 
en el líquido de perfusión para desarrollar un aumento del estrés nitro-oxidativo como 
respuesta a la VM con VT elevado. Es fisiológicamente plausible proponer, como indican 
nuestros resultados, la necesidad de las células inflamatorias de la sangre para el 
desarrollo de estrés nitro-oxidativo durante el insulto biomecánico. 
Nuestros resultados se encuentran en consonancia con los estudios de Fukuse et al. 
(250, 251) en un modelo ex vivo de corazón-pulmón en rata en el cual se demostró menor 
formación de edema pulmonar tras la adición de elementos sanguíneos al líquido de 
perfusión, en comparación con la perfusión con KS. 
El hallazgo de aumento del estrés nitro-oxidativo en respuesta a la VM con VT elevado 
sólo en el caso de perfusión con elementos sanguíneos ha de ser discutido en 
consideración a los hallazgos sobre otros efectos de la composición del líquido de 
perfusión sobre la respuesta inflamatoria a la VM con VT elevado. En efecto, como se ha 
mencionado anteriormente, el grupo KS+S presentó un perfil de respuesta inflamatoria a 
la VM con VT elevado caracterizado por una menor respuesta inflamatoria en 
comparación con el grupo perfundido sin elementos sanguíneos. Paralelamente y 
aparentemente de forma paradójica, el estrés nitro-oxidativo es mayor en el grupo 
perfundido con KS+S.  
La explicación más plausible de esta aparente discrepancia puede tener relación con el 
curso temporal de los eventos y con las diferentes citoquinas que tienen un papel en los 
diferentes fenómenos. Es posible que el estrés nitro-oxidativo coincida con un aumento de 
la expresión de NO sintasa y de enzimas implicados en la generación de radicales libres 
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de oxígeno (e.g., la NAPDH oxidasa), aun cuando el perfil de las citoquinas determinadas 
en la presente investigación indique un perfil en general anti-inflamatorio. Por otro lado, 
también es posible que una mayor concentración de citoquinas en momentos anteriores 
del tiempo de VM (antes de T=2,5 h) demuestre un aumento de la concentración de 
citoquinas que explique el aumento del estrés nitro-oxidativo, aun cuando en el momento 
final del experimento (T=2,5 h) el perfil de la concentración de citoquinas haya cambiado. 
En resumen, el hallazgo de un aumento del estrés nitro-oxidativo en pulmones sometidos 
a VM con VT elevado y perfundidos con KS+S (pero no en pulmones perfundidos con 
KS), exige tres explicaciones. Primero, la ausencia de estrés nitro-oxidativo en pulmones 
perfundidos con KS, mientras que in vivo se ha demostrado por otros autores (100, 155, 
215, 239, 243) y por nuestro equipo (102, 139, 130) un aumento del estrés nitro-oxidativo 
en respuesta a la VM con VT elevado. Segundo, la presencia de estrés nitro-oxidativo en 
presencia (pero no en ausencia) de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión en 
nuestro estudio. Tercero, la coincidencia de aumento del estrés nitro-oxidativo con una 
disminución de la respuesta inflamatoria a la VM con VT elevado.  
Proponemos tres respuestas a las preguntas planteadas. Primero, la diferencia entre los 
resultados in vivo y ex vivo se explica por la necesaria contribución de elementos 
celulares ajenos al pulmón exangüe para el desarrollo de estrés nitro-oxidativo ante el 
estímulo de la VM. Segundo, la demostración de estrés nitro-oxidativo en el grupo KS+S 
pero no en el grupo KS se explica porque tipos celulares presentes en la sangre, entrando 
en contacto con el pulmón a través del líquido de perfusión, son suficientes para facilitar el 
desarrollo del estrés nitro-oxidativo. Tercero, la coincidencia del estrés nitro-oxidativo con 
una respuesta aparentemente anti-inflamatoria a la VM con VT elevado se explica por un 
diferente curso temporal entre la respuesta inflamatoria y el desarrollo del estrés nitro-
oxidativo o bien un diferente curso temporal entre la expresión de las citoquinas 
analizadas en la presente investigación y otras enzimas implicados en la formación de 
radicales libres de oxígeno y de peroxinitrito. 
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4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL
OBJETIVO 4: DEMOSTRAR QUE EL DAÑO 
PULMONAR INDUCIDO POR LA VENTILACIÓN 
MECÁNICA SE ASOCIA CON DISFUNCIÓN EN 
OTROS ÓRGANOS 
El presente diseño experimental ex vivo se completó mediante el diseño de un bioensayo 
para valorar los efectos biológicos del líquido de perfusión condicionado. Es decir, líquido 
de perfusión que ha circulado a través del pulmón durante el tiempo de VM con VT 
elevado.  
Anillos de aorta procedentes de animales que no habían sido sometidos a VM fueron 
incubados con el líquido de perfusión condicionado (procedente de pulmones sometidos a 
VM con VT bajo o VT elevado) con el objeto de demostrar los efectos biológicos del 
líquido de perfusión sobre la función vascular.  
El estudio de este aspecto de la patogénesis del DPA (cross-talk pulmón-órganos no 
pulmonares) es de gran relevancia clínica pues el fracaso de órganos en el contexto de la 
respuesta inflamatoria que acompaña a la DPA es la causa de muerte más frecuente de 
los pacientes con DPA y SDRA (41, 69, 87, 94, 119, 120, 124, 127, 220). 
Los anillos de aorta incubados durante 30 min o 60 min con el líquido de perfusión 
mostraron: (i) deterioro de la respuesta a NA (tanto con líquido de perfusión procedente 
del grupo ventilado con VT bajo como, y en igual magnitud, con líquido de perfusión 
procedente de pulmones sometidos a VT alto, y con sólo 30 min de tiempo de 
incubación); y (ii) deterioro de la respuesta a Ach (sólo con líquido de perfusión 
procedente de pulmones sometidos a VT elevado y sólo tras 60 min de incubación). 
Esta disfunción vascular de la función contráctil y de la función endotelial (respuesta 
contráctil a noradrenalina y de la respuesta relajadora a acetilcolina) nos ha permitido 
probar, por tanto, la hipótesis de que el pulmón en condiciones de DPA genera una 
respuesta inflamatoria produciendo mediadores que son liberados a la circulación y 
afectan a la función de otros órganos o sistemas (el sistema vascular en nuestro caso). 
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Este abordaje de bioensayo utilizando el modelo ex vivo tiene una particular relevancia 
traslacional, pues permite sustanciar además la hipótesis del pulmón como motor del 
fracaso multiorgánico. Es decir, del pulmón como causa (cuando es sometido a 
determinadas condiciones ventilatorias) de la disfunción de otros órganos o sistemas.  
El bioensayo como diseño experimental para demostrar los efectos del tejido pulmonar 
lesionado por la VM en la función de otros órganos ha sido empleado previamente por 
Copland et al. (19). En este estudio demostraron que mediadores circulantes (citoquinas 
entre otros) contribuyen al desarrollo del daño pulmonar en condiciones de VM con VT 
elevado. Para ello utilizaron un modelo de VILI de pulmón aislado perfundido en ratones. 
En primer lugar concluyeron que, en pulmones aislados de ratón ventilados con VT 
elevado y perfundidos, la recirculación del perfundido empeoró la lesión produciendo un 
deterioro de la compliance, un aumento de la permeabilidad microvascular y edema 
inducido por la alta VT. En segundo lugar, el líquido de perfusión recogido de pulmones 
ventilados con alta VT y utilizados para perfundir pulmones ventilados con VT bajo causó 
deterioro de la compliance y la permeabilidad. Por último, para determinar el impacto del 
líquido de perfusión proveniente de pulmones ventilados con VT elevado sobre la 
integridad de la barrera epitelial alveolar, se utilizaron células fetales epiteliales 
pulmonares distales cultivadas en las que se causó un deterioro de la resistencia eléctrica 
transepitelial.  
Los principales puntos de vista de este estudio son paralelos a los obtenidos en nuestro 
estudio y se describen, a su vez, para la satisfacción de los postulados de Koch (165). En 
primer lugar, hemos demostrado la presencia de una "asociación positiva". La ventilación 
con VT elevado causa lesión pulmonar. En segundo lugar, se verificó la presencia de una 
"asociación negativa". Aunque la ventilación con VT bajo produce algunas respuestas 
inflamatorias (es decir, citoquinas elevadas), esto no fue suficiente para causar disfunción 
pulmonar. En tercer lugar, nos confirmó un "efecto transferible". El líquido de perfusión de 
los pulmones ventilados con una estrategia de ventilación perjudicial dio lugar a varios 
efectos importantes en nuestro caso sobre la función vascular como son la alteración de 
la función contráctil y de la función endotelial. 
Es de notar que en el caso de la disfunción del músculo liso (deterioro de las respuestas a 
NA), el líquido de perfusión procedente de pulmones sometidos a VT bajo produce 
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disfunción vascular y esta disfunción es de la misma magnitud que la originada por el 
líquido de perfusión procedente de pulmones con VT elevado. En cualquier caso, se 
cumple el postulado pues el líquido de perfusión que no ha circulado por el pulmón se 
asocia con mejores respuestas que el que ha circulado (aunque sea utilizando el 
protocolo de VT bajo).  
El objetivo planteado en esta serie de experimentos utilizando el bioensayo se limita a 
demostrar la relación entre el DPA y el daño en la función de otros órganos, el vascular en 
este caso. No se ha investigado el efecto de la composición del líquido de perfusión. 
Tampoco se diseñaron experimentos para investigar la naturaleza del mediador 
bioquímico ni los mecanismos implicados en la disfunción vascular, limitándose el objetivo 
a la demostración de la disfunción vascular per se. 
El papel del estrés nitro-oxidativo y la respuesta inflamatoria en el DPA inducido por la VM 
parece no estar limitado al daño pulmonar per se, como se comentó anteriormente. En 
este sentido, se ha postulado que variaciones en los niveles de radicales libres y en la 
respuesta inflamatoria pueden ser responsables de la disfunción vascular y sistémica 
observada en el DPA y en el VILI. El endotelio vascular tiene un papel clave en el 
desarrollo del DPA. La alteración de la integridad epitelial origina exposición de 
estructuras de la matriz extracelular que interaccionan con macrófagos alveolares, 
exacerbando la respuesta inflamatoria. Los macrófagos alveolares también secretan 
citoquinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL 10, TNF-α) que estimulan la quimiotaxis y activan los 
neutrófilos, células clave según algunos autores en la respuesta pulmonar en el VILI (180-
183). Este conocimiento es el fundamento de numerosos ensayos clínicos en los que se 
ha probado, aunque con resultados negativos, la eficacia de diferentes intervenciones 
anti-inflamatorias en el DPA y SDRA (115, 163, 167). 
Los resultados del presente estudio sobre la disfunción vascular in vitro inducida por el 
líquido de perfusión procedente de pulmones sometidos ex vivo a DPA está en 
consonancia con nuestros resultados previos en los que demostramos disfunción vascular 
in vitro de vasos procedentes de animales sometidos in vivo a VILI (111). En estos 
estudios documentamos que los anillos de aorta de rata sometida in vivo a VM con VT 
elevado presentaban disfunción del músculo liso y endotelial que mejora tras el 
tratamiento in vitro con MnTMPyP y con tempol, apoyando el concepto de que la 
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formación de radicales libres y de peroxinitrito tienen un papel en la disfunción de órganos 




5. DISCUSIÓN DE LIMITACIONES DEL ESTUDIO
5.1.1. Limitaciones generales del modelo 
Un modelo experimental debe reproducir los cambios característicos de un síndrome o 
condición clínico-patológica tal como se identifica en pacientes. Actualmente ningún 
modelo experimental DPA cumple perfectamente esta condición como resumimos 
posteriormente (vide infra). En el caso que nos ocupa, la imperfección principal del 
modelo está relacionada en parte con el tipo de daño y por otra parte con la duración del 
tiempo de VM (que es de corta duración en relación a la situación encontrada en la clínica 
humana).  
Respecto al tipo de daño, en efecto, los pacientes no desarrollan DPA sólo en el contexto 
del uso de VM utilizando VT elevados como se aplica en nuestro modelo, sino más bien 
en condiciones de una inflamación pulmonar o no pulmonar (e.g., neumonía, pancreatitis, 
infección no pulmonar, trauma sistémico, etc.). Por otro lado, el modelo animal no 
reproduce la comorbilidad presente con frecuencia en pacientes, que suelen presentar 
enfermedades pulmonares subyacentes u otras comorbilidades como diabetes, 
enfermedad coronaria, insuficiencia renal o hepática. Los estudios en animales suelen 
realizarse frecuentemente usando ratas jóvenes sin ninguna enfermedad. Los animales 
pequeños y jóvenes parecen más susceptibles a los efectos deletéreos de la presión 
elevada en la vía aérea, probablemente por inmadurez de la barrera alveolocapilar (82, 
84, 168, 278). Por tanto, en el caso humano, la VM puede tener un papel en la causa del 
DPA en combinación con otras causas no representadas en el modelo animal. 
Otro dato a tener en cuenta es el uso en nuestro modelo de VT muy elevados (e.g., 25 
ml/kg) para inducir daño pulmonar inflamatorio, mientras que en la clínica VT tan elevados 
no son utilizados. Sin embargo, hay que argumentar que los modelos animales tratan de 
reproducir los cambios encontrados en pacientes de una forma exagerada. En efecto, el 
uso de VT en el rango de los utilizados en la clínica y lo suficientemente elevados como 
para inducir VILI en pacientes (e.g., quizá VT =10-12 ml/lkg) no produciría un daño 
significativo en ratas.  
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Otras limitaciones del modelo se encuentran relacionadas con la forma de administrar la 
VM y el daño pulmonar con el que esta intervención puede asociarse en el grupo control 
(VT bajo). La VM es una intervención terapéutica esencial para pacientes con DPA. Sin 
embargo, el uso de la VM puede asociarse per se con daño pulmonar, tal como es el 
tema de la presente investigación. Numerosas variables han de tenerse en cuenta, como 
el modo ventilatorio y el tipo de ventilador, para reproducir la situación clínica y para 
producir resultados reproducibles dentro del modelo animal. Asimismo, otros aspectos 
han de ser semejantes en el modelo animal y en humanos, como la monitorización 
fisiológica, el mantenimiento de la temperatura corporal o el mantenimiento hídrico.  
Otra diferencia entre el modelo animal y los humanos es la frecuencia respiratoria, 
marcadamente más elevada en el modelo animal que en humanos (80-120 rpm versus 
12-20 rpm) así como las diferencias en la anatomía macroscópica y microscópica entre 
humanos y roedores. Tanto los alveolos como el espesor de la membrana alveolo-capilar 
son mucho más reducidos en ratas que en humanos. La anatomía lobular es distinta, con 
menos ramificaciones de los conductos aéreos proximales a bronquiolos en el caso de las 
ratas (279). 
Desde el punto de vista microscópico, las ratas poseen un mayor número de células Clara 
en sus conductos distales, un amplio tejido linfoide bronquial asociado a él y una ausencia 
de glándulas submucosas en la zona proximal de la tráquea (279). 
Otra limitación de los modelos se encuentra en relación con diferencias inter-especie en 
los mecanismos implicados en la respuesta inmune innata (279).  
Por todas estas razones no es de esperar que las respuestas animales y humanas 
sometidas a un estímulo deletéreo sean idénticas y la extrapolación de los mecanismos 
fisiopatológicos del VILI experimental al SDRA humano debe realizarse con mucho 
cuidado. 
Finalmente, la mayoría de los modelos se centran en el estudio de un tejido (e.g., el 
epitelio alveolar o el endotelio alveolar), mientras que el tejido diana del VILI en pacientes 
no ha sido todavía identificado. 
Para terminar, la cronopatía es diferente en las diferentes especies animales. En animales 
pequeños, la VM produce edema rápidamente fatal, mientras que en pacientes el daño se 




Por lo comentado anteriormente, encontramos que muy pocos modelos animales son 
capaces de reproducir o presentar todas las características del SDRA humano y que la 
mayoría de los modelos existentes son relevantes sólo para un limitado número de 
aspectos del DPA/SDRA humano.  
La literatura demuestra que la mayoría de los modelos están basados en uno, o como 
máximo, en dos métodos para causar daño pulmonar, mientras que el SDRA en humanos 
es rara vez causado por un único causante. Sin embargo, si las características del modelo 
animal están bien sustentadas y los resultados son interpretados dentro de los límites 
específicos del modelo, los estudios animales pueden ofrecernos una valiosa información 
para contestar a preguntas bien formuladas sobre el daño pulmonar humano. 
A pesar de sus limitaciones, los modelos animales, por tanto, son necesarios para el 
avance del conocimiento de la enfermedad y los resultados pueden resultar válidos si la 
variable de interés es reproducida en el modelo y si la interpretación de los resultados 
considera las limitaciones del modelo. 
 
5.1.2. Limitaciones específicas del modelo ex vivo 
Como con todos los modelos, este modelo ex vivo presenta sus limitaciones inherentes. 
La principal en nuestro contexto es la situación de isquemia que sufre el pulmón durante 
el tiempo de VM, lo cual es claramente diferente de la situación in vivo. Sin embargo, 
investigaciones previas han indicado que los resultados procedentes del modelo ex vivo 
pueden ser reproducidos en modelos in vivo. Además, estudios anteriores han 
demostrado que los pulmones de ratas son todavía viables y capaces de permitir un 
intercambio de gases adecuado tras períodos de isquemia de hasta 3h en condiciones de 
normotermia (280).  
La segunda posible limitación (vide supra) es el uso de VT muy elevados, nunca utilizados 
en la clínica. De hecho, otros estudios han demostrado cambios significativos en los 
mecanismos pulmonares y los niveles de citoquinas pro-inflamatorias en el LBA utilizando 
VT más bajos que los utilizados en nuestro estudio (e.g., 15 ml/kg) (120). Sin embargo, el 
VT utilizado en el presente estudio se encuentra en el rango utilizado en otras 
investigaciones donde se han administrado VT en el rango de 20 ml/kg a 42 ml/kg (74, 94, 
111, 115, 127, 129, 280, 281).  
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Por último, entre otras limitaciones, la intubación endotraqueal se asocia con una menor 
respuesta inflamatoria que la traqueotomía. En nuestro modelo se hace necesario la 
realización de una traqueotomía al tratarse de un modelo ex vivo en el que debemos 
separar en bloque la pieza corazón-pulmón y posteriormente adaptarlo al ventilador. La 
técnica quirúrgica para realizar este paso requiere suturar la tráquea al tubo endotraqueal 
aun cuando sea posible una liberación de mediadores inflamatorios. 
5.2. Potenciales bondades del modelo ex vivo 
Se ha escogido este modelo de pulmón perfundido aislado ex vivo con el fin de aislar los 
fenómenos ocurridos en el pulmón de influencias sistémicas. Utilizamos por tanto este 
modelo para descartar el papel de cambios relacionados con la aplicación de VM con VT 
elevado que pueden interferir en las mediciones de forma ajena al efecto de los cambios 
en el pulmón per se relacionados con el stretch (e.g., cambios que son consecuencia de 
los efectos de la VM con VT elevado en otros órganos en el contexto de aumentos 
marcados de la presión intratorácica con el consiguiente cambio en las condiciones de 
precarga y de gasto cardíaco y presión de perfusión). Por ejemplo, nosotros hemos 
demostrado previamente el desarrollo de hipotensión progresiva durante el período de VM 
aplicando un VT elevado (111, 115, 157), siendo difícil discriminar si este cambio se debe 
a un efecto inflamatorio generado por el pulmón o bien a cambios en la precarga 
relacionados con el aumento de la presión intratorácica en el contexto de la VM con VT 
elevado. 
El modelo ex vivo permite también utilizar estrategias de ventilación con VT muy elevados 
que pueden no ser aplicables in vivo y que proporcionan conocimiento sobre algunos 
mecanismos de lesión pulmonar.  
Los cambios respiratorios que se producen en el DPA en el presente modelo se 
encuentran, por tanto, según nuestra tesis, mediados por inflamación, como se ha 
observado en trabajos anteriores, in vivo y ex vivo (70, 74, 94, 115, 118-120, 122, 123, 
125). En trabajos in vivo realizados por nuestro grupo hemos podido comprobar el 
desarrollo de cambios sistémicos (hipotensión, disfunción vascular in vitro, inflamación no-
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pulmonar, estrés nitro-oxidativo en diferentes órganos) inducidos por la VM utilizando VT 
elevado (74, 75, 102, 111, 115, 148). 
En resumen, el modelo de ventilación pulmonar ex vivo es válido para el estudio de los 
mecanismos implicados en el desarrollo de DPA inducido por la VM con VT elevado pues 
reproduce los cambios característicos del DPA en pacientes: cambios en la mecánica 
pulmonar, cambios histológicos característicos (DAD), lesión celular y respuesta 
inflamatoria. Por otro lado, hemos demostrado la relevancia de la composición del líquido 
de perfusión (sin versus con elementos sanguíneos) en la respuesta a la VM con VT 
elevado. Finalmente, hemos demostrado que el daño pulmonar inducido por la VM se 
asocia también con daño cardiovascular (disfunción vascular contráctil y endotelial). Este 
hallazgo confirma que algunos de los cambios descritos en la función de otros órganos 
(e.g, el cardiovascular, manifestado como hipotensión y disfunción vascular contráctil y 
endotelial) en modelos in vivo se explican por la liberación por el tejido pulmonar de 
mediadores que inducen disfunción de órganos y no por otros cambios que se pueden 
encontrar en el contexto de las oscilaciones de la presión intratorácica y que son ajenos el 
daño pulmonar per se inducido por la VM. 
Conclusiones 

1. Se ha diseñado un modelo de daño pulmonar agudo inducido en pulmones de rata
ventilados ex vivo con un VT elevado, caracterizado por deterioro de las propiedades 
mecánicas del pulmón, hiperpermeabilidad alveolocapilar, lesión celular, y cambios 
histológicos consistentes con el desarrollo de daño alveolar difuso. 
2. La ventilación mecánica con VT elevado induce una respuesta inflamatoria en el
tejido pulmonar. 
3. La presencia de elementos sanguíneos en el líquido de perfusión modifica la
respuesta pulmonar a la ventilación mecánica con VT elevado: aumenta la respuesta 
anti-inflamatoria, y se asocia con un aumento del stress nitro-oxidativo. 
4. El pulmón sometido a ventilación mecánica con VT elevado libera mediadores que
inducen in vitro disfunción vascular, documentando así un cross-talk entre el pulmón y 
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